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วตัถุประสงคโ์ดยรวมของงานวิจยัน้ีคือพฒันากระบวนการผลิตท่ีสามารถลดระยะเวลาการหมกั
นํ้ าปลาโดยใชเ้ทคโนโลยีกลา้เช้ือร่วมกบัเอนไซมท์างการคา้และเอนไซมใ์นตวัปลา กิจกรรมท่ีเหมาะสม
ต่อการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกั (Stolephorus spp.) เม่ือพิจารณาจากระดบัการยอ่ยสลายโปรตีน
และกิจกรรมโปรติเนสในปลา คือท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรด ์10% เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง โปรติเนสท่ีคลา้ยทริปซิน (Trypsin-like proteinases) เป็นโปรติเนสกลุ่มหลกัท่ีมีบทบาทสาํคญัต่อ
การยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกั   
 แบคทีเรียกรดแลก็ติก 2 ไอโซเลท คือ MS33 และ MCD10-5-10 ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งนํ้ าปลา
หมกัเดือนท่ี 1 และ 5 มีรูปร่างเซลลก์ลม เรียงตวัเป็นคู่ (Pairs) และแบบส่ีเซลล ์(Tetrads) สามารถเจริญได้
ท่ีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ 0-25% และเจริญไดดี้ท่ีเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 5-10%  มี
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene เหมือนกบั Tetragenococus halophilus ATCC 33315 99.0% จึง
ระบุไดว้า่แบคทีเรียกรดแลก็ติกทั้ง 2 ไอโซเลทน้ีเป็นชนิด T. halophilus  อยา่งไรกต็ามทั้ง 2 สายพนัธ์ุมี
ความแตกต่างในการผลิตเอนไซม ์และแบบแผนการหมกันํ้ าตาลชนิดต่างๆ รวมถึงความสามารถในการ
เจริญท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
เม่ือเล้ียงแบคทีเรียกรดแลก็ติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุ (T. halophilus  MS33 และ T. halophilus  MCD10-
5-10) ในอาหาร Fish broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25%  และวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารระเหย
ดว้ยวิธี Purge and trap ควบคู่กบัการแยกสารและระบุชนิดของสารดว้ยเทคนิค Gas chromato-graphy-
Mass spectrometry (GC-MS) พบว่าสามารถสร้างสารประกอบแอลกอฮอล ์ไดแ้ก่ Isopropyl alcohol, 1-
Propanol, 1-Butanol, 1-Penten-3-ol, 3-Methyl-1-butanol, 1-Pentanol และ 1-Hexanol แบคทีเรียกรด  
แลก็ติก T. halophilus  MS33 สร้าง 2-Methylpropanal ในปริมาณท่ีมากกวา่ตวัอยา่งควบคุม (p<0.05)  
สายพนัธ์ุ MS33 น้ีมีแนวโนม้สร้างสารระเหยท่ีใหก้ล่ินเน้ือกบัผลิตภณัฑห์มกัท่ีปริมาณเกลือสูง 25% และ
ไม่สร้าง Dimethyl disulfide ซ่ึงทาํใหเ้กิดกล่ินอุจจาระ  
การเร่งกระบวนการหมกันํ้ าปลาดว้ยเอนไซมท์างการคา้ร่วมกบัการใชแ้บคทีเรียกรดแลก็ติกคือ 
T. halophilus   MCD 10-5-10 และ T. halophilus   MS33 โดยการยอ่ยปลากะตกัดว้ยเอนไซมอ์ลัคาเลส 
(Alcalase 2.4L) ในระดบั 0.25% และเอนไซมเ์ฟโวไซม ์(Flavouzyme 500L) ในระดบั 0.5% นํ้าปลาท่ีได้
มีมาตรฐานเทียบเท่ากบันํ้าปลาชั้นท่ี 1 หลงัจากการหมกัเป็นระยะเวลา 6  เดือน พบวา่จาํนวนแบคทีเรีย
ลดลงจากวนัเร่ิมตน้ 3-4 Log CFU/ มิลลิลิตร ในเดือนท่ี 2 และไม่สามารถตรวจนบัแบคทีเรียไดใ้นเดือนท่ี 
3 แต่อยา่งไรกต็ามปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus มีค่าสูงกว่าตวัอยา่งควบคุม 
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โดยอยูใ่นช่วง 704-727 มิลลิโมลาร์ (p<0.05) ตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 และ T. 
halophilus MCD10-5-10 มีปริมาณฮีสตามีนตํ่ากว่าตวัอยา่งควบคุม (p<0.05) ตรวจไม่พบ Dimethyl 
disulfide ในตวัอย่างการเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 ในนํ้ าปลา จากผลการทดสอบ
ความชอบ กล่ิน และการยอมรับรวมของนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกไม่ต่างจากตวัอย่าง
ทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน (p>0.05) 
                  ทดสอบการหมกันํ้ าปลาดว้ยการเหน่ียวนาํการย่อยสลายตวัเองของปลากะตกัร่วมกบัการใช้
กลา้เช้ือแบคทีเรีย T. halophilus MCD10-5-10 และ T.  halophilus MS33 โดยบ่มปลากะตกัท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส และเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ก่อนกระบวนการหมกันํ้ าปลา 
พบวา่การเติมกลา้เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลทในตวัอยา่งท่ีผา่นการบ่มสามารถเร่งการยอ่ยสลายในช่วง 3 เดือนแรก
ของการหมกั และเม่ือหมกัเป็นเวลา 7 เดือน ตวัอยา่งท่ีผ่านการบ่มก่อนการเติมกลา้เช้ือ T. halophilus  
MS33 และตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่ผา่นการเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองมีปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนสูงสุด 
(p<0.05) ตวัอยา่งท่ีไม่ผา่นการเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองและเติมกลา้เช้ือ T.  halophilus MCD10-5-10 
มีปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนนอ้ยกว่าตวัอยา่งควบคุม (p<0.05) หากไม่มีการใชก้ลา้เช้ือการบ่มปลาก่อน
การหมกัไม่ไดช่้วยเร่งกระบวนการหมกั ปริมาณฮีสตามีนในทุกตวัอยา่งอยูใ่นช่วง 12.91-16.22  มิลลิกรัม/
100 มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นค่าท่ีไม่เกินค่ามาตรฐาน 20 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร ดงันั้นการหมกันํ้ าปลาดว้ยการ
เติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกและเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกัก่อนการหมกัเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถเร่งกระบวนการหมกันํ้าปลาได ้
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Abstract 
 
Overall objective of this research was to develop a process that can reduce fermentation time 
using starter culture in conjunction with commercial enzyme or fish endogenous proteinases. Optimum 
autolytic activity of Indian anchovy based on the extent of proteolysis and endogenous proteolytic 
activity was at 50°C, 10%NaCl for 4 h. Trypsin-like proteases were mainly expressible for autolytic 
activity.     
Two isolate, MS33 and MCD10-5-10, of lactic acid bacteria isolated from fish sauce 
fermented for 1 and 5 months were cocci with pairs/tetrads. They grew at 0-25% NaCl with optimum 
NaCl concentration of 5-10 %. The result of 16S rRNA gene sequences showed homology to T. 
halophilus ATCC 33315 at 99.0%. Thus, these isolates were identified as T. halophilus. However, both 
strains showed variation in enzyme production and sugar fermentation pattern as well as growth at 
45°C. 
Two strains of lactic acid bacteria (T. halophilus MS33 and T. halophilus MCD10-5-10) were 
cultured in fish broth containing 25%NaCl and volatile compounds were analyzed by purge and trap 
equipped with Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS) for identification. These isolates 
produced alcohols including isopropyl alcohol, 1-propanol, 1-butanol, 1-penten-3-ol, 3-methyl-1-
butanol, 1-pentanol, and 1-hexanol. Isolate MS33 produced 2-methylpropanal more than the control 
(p<0.05). This isolate produced volatile compounds providing “meaty” note at high salt content of 
25%. Dimethyl disulfide, a compound attributing to fecal note, was not detected in the sample added T. 
halophilus MS33.  
Acceleration of fish sauce fermentation using 0.25%Alcalase 2.4L and 0.5%Flavozyme 500L 
in combination with a starter culture of T. halophilus MCD10-5-10 and T. halophilus MS33 was 
investigated. The first grade fish sauce was obtained after 6 months of fermentation. Lactic acid 
bacterial counts of inoculated samples decreased 3-4 Log CFU/ml at 2 months of fermentation and 
were not detected after 3 months. α-Amino contents of 6-mo-old fish sauce samples were 704-727 mM 
and higher than the control (p<0.05). Addition of T. halophilus MS33 and T. halophilus MCD10-5-10 
resulted in lower histamine content than the control (p<0.05). Dimethyl disulfide was not detected in 
the fish sauce sample added T. halophilus MCD10-5-10. Based on the liking test, odor and overall 
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acceptance of fish sauce fermented using lactic acid bacteria cultures were not different from those of 
the traditionally-fermented fish sauce (p>0.05).   
Fish sauce fermentation using pre-autolysis in combination with a starter culture of T. 
halophilus MCD10-5-10 and T. halophilus MS33 was investigated. Autolysis was induced at 40°C, 
10%NaCl for 4 h before fermentation. Pretreatment of autolysis and addition both of starter cultures 
induced degree of hydrolysis within the first 3 months of fermentation. After 7 months, the sample 
pretreated with autolysis and adding T. halophilus MS33 and the control sample without pre-autolysis 
(no starter culture added) exhibited higher α-Amino content (p<0.05). The sample without pre-
autolysis in combination with T. halophilus MCD10-5-10 showed lower α-Amino content than the 
control (p<0.05). Pre-autolysis without starter culture did not accelerate fermentation. Histamine 
content of all samples ranged 12.91-16.22 mg/100 ml, which did not exceed an allowable limit of 20 
mg/100 mL. Therefore, the use of lactic acid bacterial starter culture in conjunction with pre-autolysis 
could be an alternative means to accelerate fish sauce fermentation. 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
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 เวลา 6 เดือน เทียบกบัตวัอยา่งทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน  
4.10 ระดบัการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกัเม่ือบ่มท่ี 40 และ 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง 
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4.11 การเปล่ียนแปลงของจุลินทรียใ์นช่วง 3 เดือนแรกของการหมกั ในตวัอยา่งนํ้ าปลา
บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10%  เป็นเวลา   
4 ชัว่โมง และไม่บ่ม โดยหมกัดว้ยกลา้เช้ือ T. halophilus   MCD 10-5-10 และ T. 
halophilus  MS33  
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4.12 คุณสมบติัทางเคมีและกายภาพของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus   
MCD 10-5-10 และ T. halophilus  MS33 ของปลาผา่นการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศา-
เซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ีไม่ได้
บ่มก่อนการหมกั 
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4.13 ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus   MCD 10-
5-10 และ T. halophilus  MS33 ของปลาผา่นการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ีไม่ไดบ่้มก่อนการ
หมกั 
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ค1   ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group con-
tent) ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ี
อุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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ค2 กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Trypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอ-
ไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลาต่างๆ 
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ค3 กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Chymotrypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซ-
เดียมคลอไรด ์ 0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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ค4 กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Cathepsin L-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียม-
คลอไรด ์ 0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลาต่างๆ 
102 
  
 
 
 
 
 
 
ฎ 
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สารบัญรปู 
รูปท่ี  หนา 
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เปนระยะเวลาตางๆ 
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33315 (c) ยอมสีเซลล (ลูกศร) แบบแกรม ภาพจากกลองจุลทรรศน (Bar = 1 m) 
46 
4.7 ผลผลิต PCR ของ 16S rRNA gene ท่ีไดจากการเพ่ิมจํานวนดวย Primers fD1/rP2; 
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4.8 Phylogenetic tree ของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเปนสายพันธุคัดเลือก 2 สายพันธุ และ
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4.9 การเปลี่ยนแปลงของจํานวนแบคทีเรียตรวจนับดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar (a) 
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์ 
 
ANOVA   Analysis of varience 
α     Alfa 
bp   Base pair 
CFU     Colony forming unit 
cm    Centrimeter 
°C     Degree Celsius 
dATP     Deoxyadenosine triphosphate  
dCTP    Deoxycytidine triphosphate  
dGTP    Deoxyguanosine triphosphate  
dNTPs    Deoxynucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
dTTP     Deoxythymidine triphosphate  
DNA    Deoxyribonucleic acid 
et al.    et alia (and others)  
mg    Milligram  
h     Hour  
ml    Milliliter  
μl    Microliter 
mM     Millimolar 
mmol    Millimole 
μmol    Micromole 
%   Percentage  
PCR     Polymerase chain reaction 
rpm     Revolution per minute  
s     Second 
sp.     Species 
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บทที ่1 
บทนํา 
 
ความสําคญั ทีม่าของปัญหาการทาํวิจัย 
ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตและส่งออกนํ้ าปลาเป็นอนัดบั 1 ของโลก มีกาํลงัการผลิตเพ่ือบริโภค
ภายในประเทศ 95% คิดเป็นมูลค่า 7,000-8,000 ลา้นบาท/ปี และผลิตเพ่ือการส่งออกอีก 5%  คิดเป็นมูลค่า
กว่า 1,000 ลา้นบาทต่อปี (http://www.manager.co.th) ดว้ยกระแสความนิยมบริโภคอาหารไทยในต่าง 
ประเทศ  ปริมาณการส่งออกนํ้าปลาจึงขยายตวัอยา่งต่อเน่ืองซ่ึงในปี พ.ศ. 2551 มูลค่าการส่งออกนํ้ าปลา 
1,019.99 ลา้นบาท เพ่ิมข้ึนจากปีท่ีผ่านมา 18.31% ปัจจุบนันํ้าปลาในตลาดโลกมีการแข่งขนัมากข้ึนโดย
คู่แข่งสาํคญั คือ เวียดนาม และฟิลิปปินส์ ซ่ึงมีขอ้ไดเ้ปรียบในดา้นแรงงานและวตัถุดิบ (http://fic.nfi. 
or.th) การผลิตนํ้ าปลาในประเทศไทยยงัคงอาศยักระบวนการผลิตแบบดั้งเดิม โดยคลุกเคลา้ปลากะตกั 
(Stolephorus spp.) ซ่ึงเป็นวตัถุดิบหลกักบัเกลือในอตัราส่วนโดยประมาณ 3 ต่อ 1 และหมกัในบ่อซีเมนต์
ท่ีฝังอยูใ่นพ้ืนดินใชร้ะยะเวลาการหมกั 12-18 เดือน กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนปลาเกิดข้ึนโดยธรรม- 
ชาติ โดยเอนไซมจ์ากตวัปลา (Endogenous proteinases) และ/หรือโปรติเนสจากจุลินทรียโ์ดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่จากแบคทีเรีย (Bacterial proteinases) ท่ีเกิดข้ึนตามธรรมชาติในระหวา่งกระบวนการหมกั จากลกัษณะ
การผลิตท่ีพ่ึงพาธรรมชาติ ทาํให้เกิดปัญหาในการควบคุมคุณภาพผลิตภณัฑ์ ปัญหาในดา้นตน้ทุนการ
ผลิตเน่ืองจากตอ้งใชพ้ื้นท่ีจาํนวนมากและใชเ้วลานาน และปัญหาในการจดัการกระบวนการผลิตใหถู้ก
สุขลกัษณะ ปัญหาเหล่าน้ีเป็นขอ้จาํกดัต่อการพฒันาอุตสาหกรรมนํ้ าปลา และยงัเป็นอุปสรรคในการ
ส่งออกนํ้าปลาและเพ่ือแข่งขนัในตลาดโลก 
การพฒันากระบวนการผลิตนํ้ าปลาใหใ้ชเ้วลาในการหมกัสั้นลง  และสามารถควบคุมปัจจยัต่างๆ 
ท่ีมีผลต่อคุณลกัษณะของผลิตภณัฑไ์ดน้ั้น เป็นยุทธศาสตร์สาํคญัต่อการพฒันาอุตสาหกรรมนํ้ าปลาของ
ประเทศ  ไดมี้การศึกษาการลดระยะเวลาการหมกันํ้ าปลาทั้งจากนกัวิจยัไทยและต่างประเทศมากมาย ซ่ึง
สามารถสรุปวิธีการเร่งกระบวนการหมกัได ้3 แนวทางคือ (1) การใชก้รด (2) การใชเ้อนไซมโ์ปรติเนส
ทางการคา้หรือการเร่งโปรติเนสในตวัปลา และ (3) การใชจุ้ลินทรีย ์ อยา่งไรกต็าม ยงัไม่มีการนาํแนวทาง
เหล่าน้ีไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการใชก้รดแต่เพียงอย่างเดียวทาํให้คุณลกัษณะ
ทางประสาทสมัผสัของผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ปล่ียนไป Gildberg et al. (1984) พบว่าการใชก้รดอะซิติกและ
ไฮโดรคลอริก ท่ี pH 4 สามารถลดระยะเวลาในการผลิตนํ้าปลาลงเหลือ 2 เดือน  อยา่งไรกต็าม ผลิตภณัฑ์
ท่ีไดไ้ม่มีกล่ินรสของนํ้ าปลา แต่มีปริมาณไนโตรเจนท่ีละลายได ้(Soluble nitrogen) สูง ในปัจจุบนัมี
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รายงานว่าการใชก้รดไฮโดรคลอริกเพื่อเร่งการยอ่ยสลายโปรตีนจากถัว่เหลืองภายใตอุ้ณหภูมิและความ
ดนัสูงในการผลิตซอสปรุงรส ส่งผลให้เกิดสาร 3-Monochloro propane-1,2-diol (3-MCPD) ซ่ึงมี
หลกัฐานบ่งช้ีว่าเป็นสารก่อมะเร็งในสัตวท์ดลอง  ดงันั้นแนวทางในการใช้กรดในกระบวนการผลิต
นํ้ าปลาจึงอาจไม่เหมาะสม ส่วนการเติมเอนไซมเ์ป็นอีกแนวทางหน่ึงในการเร่งกระบวนการผลิตนํ้ าปลา 
Beddows and Ardeshir (1979)  พบว่าการใชโ้บรมิเลนสามารถลดระยะเวลาในการผลิตนํ้ าปลาลงเหลือ 
18-21 วนั  อยา่งไรกต็ามการใชเ้อนไซมโ์ปรติเนสทางการคา้แต่เพียงอยา่งเดียว ทาํใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์แตก 
ต่างไปจากนํ้าปลาท่ีหมกัแบบธรรมชาติและยงัเป็นการเพ่ิมตน้ทุนในการผลิต  ส่วนการใชจุ้ลินทรียน์ั้นยงั
ไม่มีการคดัเลือกสายพนัธ์ุใดสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีแน่นอนและยงัไม่มีการวิจยัในลกัษณะของกลา้เช้ือ (Starter 
culture) เพื่อใหส้ามารถนาํไปใชไ้ดจ้ริงในระดบัอุตสาหกรรม 
เพ่ือให้การย่อยสลายโปรตีนเกิดเร็วข้ึน จาํเป็นตอ้งเพ่ิมโปรติเนสในระหว่างกระบวนการหมกั 
โดยชนิดและปริมาณท่ีเพ่ิมนั้นจะต้องเหมาะสม การเพ่ิมกิจกรรมของโปรติเนสควรใช้แนวทางการ
ผสมผสานระหวา่งโปรติเนสจากตวัปลา และ/หรือโปรติเนสทางการคา้ ร่วมกบัโปรติเนสจากจุลินทรียใ์น
ลกัษณะกลา้เช้ือ ซ่ึงเอนไซมจ์ากปลากะตกัมีบทบาทสาํคญัต่อการยอ่ยโปรตีนในระหว่างกระบวนการ
หมกันํ้ าปลา โดยพบว่าเอนไซมท่ี์มีคุณสมบติัคลา้ยทริปซิน (Trypsin-like proteinase) แสดงกิจกรรม
สูงสุดท่ี 60 องศาเซลเซียส และpH 8.5 (Siringan et al., 2006b) แสดงกิจกรรมตลอดระยะเวลาหมกั 12 
เดือน แสดงวา่เอนไซมด์งักล่าวมีเสถียรภาพสูงแมท่ี้ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25%  นอก 
จากน้ีเอนไซม์ในกลุ่มทริปซิน ยงัเป็นเอนไซม์ท่ีอาจมีบทบาทต่อการย่อยสลายโปรตีนในระหว่าง
กระบวนการหมกัอีกดว้ย จะเห็นไดว้า่แนวทางหน่ึงในการเร่งกระบวนการหมกันํ้าปลาคือการเร่งกิจกรรม
ของ Trypsin-like proteinase ใหเ้กิดการยอ่ยสลายโปรตีนตลอดระยะเวลาการหมกั อยา่งไรกต็ามจนถึง
ปัจจุบนัยงัไม่มีงานวิจยัใดท่ีศึกษาบทบาทของโปรติเนสในระหว่างกระบวนการหมกันํ้ าปลาอย่างเป็น
ระบบ ขอ้มูลดงักล่าวจะเป็นพ้ืนฐานสาํคญัต่อการพฒันากระบวนการผลิตนํ้าปลาในอนาคต 
แบคทีเรียกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria) เป็นจุลินทรียท่ี์มีบทบาทสาํคญัในกระบวนการหมกั
นํ้ าปลา ซ่ึงช่วยทาํให้เกิดสี กล่ินรส และรสชาติท่ีดีในผลิตภณัฑน์ํ้ าปลา (Saisithi, 1994) อย่างไรก็ตาม  
การศึกษากระบวนการเกิดกล่ินรสและสารระเหยท่ีเกิดจากแบคทีเรียกรดแล็กติกในกระบวนการหมกั
นํ้ าปลายงัไม่ทราบแน่ชัด มีรายงานว่า เอนไซม์ Aminopeptidases ในแบคทีเรียกรดแล็กติกมีผลเพ่ิม
กรดอะมิโนในผลิตภณัฑ ์(Christensen et al., 1999) ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ท่ีทาํใหเ้กิดกล่ินรสในกระบวนการ
หมกั (Peralta et al., 1996; Smit et al., 2005) Intracellular aminopeptidases เป็นเอนไซมท่ี์สาํคญัท่ีทาํให้
เกิดกล่ินรสจากกระบวนการหมกัท่ีใชแ้บคทีเรียกรดแลก็ติก เช่น Lactobacillus sake, Lb. plantarum และ
Lb. curvatus ซ่ึงทาํใหเ้กิดกล่ินรสในกระบวนการหมกัไส้กรอก และเนยแขง็ Leucyl aminopeptidase จาก 
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Lb. curvatus มีกิจกรรมสูงทาํใหไ้ดก้รดอะมิโนลูซีน (Leucine) (Magboul and McSweeney, 1999) 
ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกระบวนการยอ่ยสลายของลูซีนคือ 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal และ 3-Methyl-
butanol ซ่ึงเป็นสารระเหยท่ีช่วยทาํใหเ้กิดกล่ินเนยแขง็ (Cheesy) และ กล่ินเน้ือ (Meaty) (Masson et al., 
1999) ดงันั้นแบคทีเรียกรดแลก็ติกจึงมีบทบาทต่อการเกิดกล่ินรสของนํ้าปลา 
ในการเร่งกระบวนการหมกัอาจสามารถทาํได้โดยการใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ในตวัปลา
ร่วมกบักลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีทาํให้เกิดกล่ินรส ปลากะตกัเป็นปลาท่ีมีกิจกรรมเอนไซมโ์ปรติ- 
เนสอยูสู่งตามธรรมชาติ  แต่กระบวนการหมกัท่ีความเขม้ขน้ของเกลือท่ีสูงมีผลจาํกดักิจกรรมของโปรติ-
เนส ดังนั้นการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเร่งกิจกรรมของเอนไซม์จากตัวปลาในระหว่าง
กระบวนการหมกั จะทาํใหส้ามารถใชป้ระโยชน์จากเอนไซมไ์ดสู้งสุด ซ่ึงอาจทาํใหส้ามารถลดระยะเวลา
การยอ่ยสลายโปรตีนได ้จากนั้นจึงเติมกลา้เช้ือโดยเฉพาะอยา่งยิ่งแบคทีเรียกรดแล็กติกเพ่ือเพ่ิมกล่ินรส 
นอกจากน้ีการผสมผสานเทคโนโลยทีางดา้นเอนไซมแ์ละกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกใน กระบวนการ
ผลิตนํ้ าปลา จะทาํให้เกิดการปฏิวติัอุตสาหกรรมนํ้ าปลาดงัเช่นในอุตสาหกรรมซีอ๊ิวญ่ีปุ่น ในระยะยาว
ตน้ทุนการผลิตจะลดลงเน่ืองจากสามารถใชป้ระโยชน์จากวตัถุดิบไดอ้ยา่งคุม้ค่า คือเกิดการยอ่ยสลายได้
สูงสุดจากเอนไซมแ์ละจากกลา้เช้ือ  นอกจากน้ียงัสามารถควบคุมและปรับปรุงกระบวนการผลิตไดอ้ยา่ง
มีประสิทธิภาพ 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1. ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายตวัเอง (Autolysis) ของปลากะตกั และกลุ่มของโปรติ-   
เนสท่ีมีบทบาทต่อการยอ่ยสลายตวัเอง 
2. คดัเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีสร้างโปรติเนสไดสู้ง และสร้างสารระเหยท่ีใหก้ล่ิน
รสท่ีดีในนํ้าปลา 
3. ศึกษาการใชเ้อนไซมท์างการคา้ และแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคดัแยกไดใ้นการผลิตนํ้าปลาใน
ระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
4. ศึกษาการใชก้ลา้เช้ือจากแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคดัแยกไดจ้ากนํ้าปลาร่วมกบัการใชเ้อนไซม์
จากปลากะตกัในกระบวนการหมกันํ้าปลาในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
 
ขอบเขตงานวจิัย 
1. ตวัอยา่งท่ีศึกษาคือปลากะตกั (Stolephorus spp.) โดยศึกษาผลของโซเดียมคลอไรดท่ี์ความ
เขม้ขน้ 0, 5, 10 และ 15 % และอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส ต่อการยอ่ยสลายตวั
  
 
 
 
 
 
 
4 
เองของปลากะตกั (Autolysis) สุ่มตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์ท่ี 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96 
และ 120 ชัว่โมง  
2. ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์ สมบติัทางชีวเคมีและการสร้างแก๊สจากการหมกั
นํ้ าตาลของแบคทีเรียกรดแล็กติก วิเคราะห์สารพนัธุกรรมของแบคทีเรียในส่วนของ 16S 
rRNA gene พร้อมทั้งวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารระเหยดว้ยวิธี Purge and trap ควบคู่กบั
การแยกสารและระบุชนิดของสารดว้ยเทคนิค Gas chromatography-Mass spectrometry 
(GC-MS)  
3. ศึกษาการใชป้ระโยชน์จากกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกคือ T. halophilus MCD 10-5-10 
และ T. halophilus MS33 ร่วมกบัการใชเ้อนไซมท์างการคา้ คือ อลัคาเลส (Alcalase 2.4L)  
และเฟโวไซม ์(Flavouzyme 500L) โดยศึกษาผลการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรียแ์ละเคมีของ
การหมกันํ้าปลาเป็นระยะเวลา 6 เดือน 
4. ศึกษาการใชป้ระโยชนจ์ากกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกในการหมกันํ้าปลาคือ T. halophilus   
MCD 10-5-10 และ T. halophilus MS33 วตัถุดิบท่ีใชใ้นกระบวนการหมกัคือ ปลากะตกัสด 
และปลากะตกัท่ีผา่นการบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง โดยศึกษาผลการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรียแ์ละเคมีของการหมกันํ้ าปลาเป็น
ระยะเวลา 7 เดือน 
 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  และหน่วยงานทีนํ่าผลการวจิัยไปใช้ประโยชน์   
            ทราบปัจจยัท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายตวัเอง (Autolysis) ของปลากะตกั และกลุ่มของโปรติเนสท่ีมี
บทบาทต่อการยอ่ยสลายตวัเอง ไดส้ายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีสร้างโปรติเนสไดสู้ง และสร้างสาร
ระเหยท่ีให้กล่ินรสท่ีดีในนํ้ าปลา พร้อมทั้งไดท้ราบกระบวนการเร่งการผลิตนํ้ าปลาท่ีสามารถประหยดั
ตน้ทุน พลงังาน และเวลา ซ่ึงสามารถนาํไปประยุกต์ใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมไดต่้อไป หน่วยงานท่ีนาํ
ผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ คือ ผูป้ระกอบการนํ้ าปลา กรมประมง สถาบันวิจัย และสถานศึกษาท่ี
คน้ควา้วิจยัเก่ียวกบันํ้าปลา 
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บทที ่2 
การทบทวนเอกสาร 
 
2.1 นํา้ปลา  
            นํ้ าปลาเป็นผลิตภณัฑป์ลาหมกั ซ่ึงใชเ้ป็นเคร่ืองปรุงท่ีรู้จกักนัมานานผลิตในแถบทวีปเอเชีย 
โดยมีช่ือท่ีแตกต่างกันไปในแต่ละประเทศ เช่น ประเทศไทยและลาว เรียกว่า นํ้ าปลา ประเทศ
มาเลเซีย เรียกว่า บูดู (Budu) ประเทศอินโดนีเซีย เรียกว่า เคทจบัอิคาน (Ketjab-ikan) ประเทศเวียด- 
นาม เรียกวา่ นอคนมั (Nouc-mam) ประเทศกมัพชูา เรียกวา่ ตึกตรัย (Teuk trei) ประเทศญ่ีปุ่น เรียกว่า 
อิชิรุ (Ishiru) ประเทศพม่า เรียกว่า งามยายี (Ngam-ya-ye) ประเทศฟิลิปปินส์ เรียกว่า พาทิส (Patis) 
เป็นตน้ (Lopetcharat et al., 2001) นํ้าปลาเป็นของเหลวใส สีนํ้ าตาล มีรสชาติเคม็ ปลาท่ีนิยมใชใ้น
การผลิต ไดแ้ก่ ปลาไส้ตนั หรือ ปลากะตกั (Stolephorus spp.) โดยนาํปลาผสมกบัเกลือในอตัราส่วน 
3:1 นาํไปบรรจุในถงัหมกัและใชเ้วลาหมกัเป็นเวลา 12-18 เดือน ในสภาวะท่ีมีอากาศแบบจาํกดั 
จากนั้นกรองเพื่อแยกส่วนตะกอนออกแลว้นาํส่วนท่ีเป็นของเหลวท้ิงไวใ้หต้กตะกอนเป็นระยะเวลา 
2-12 สปัดาห์ ไดน้ํ้ าปลาเกรดเอ หรือเกรดท่ี 1 ขั้นตอนการผลิตนํ้ าปลาแสดงในรูปท่ี 2.1 ส่วนกากปลา
ท่ีเหลือจากการผลิตนํ้ าปลาเกรดท่ี 1 จะนาํมาใชผ้ลิตนํ้ าปลาเกรดรองลงมาโดยการเติมนํ้าเกลือ (Lo-
petcharat et al., 2001) นํ้าปลามีลกัษณะพิเศษเฉพาะตวั เน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ 
ทางเคมี และจุลินทรียร์ะหว่างการหมกั เช่น กล่ินของนํ้ าปลาเกิดจากการย่อยโปรตีนโดยเอนไซม ์   
โปรติเอสจากตวัปลา และจากแบคทีเรียทาํใหไ้ดเ้พปไทด ์และอาจถูกยอ่ยต่อไปไดอี้กเป็นเอมีน คีโต-
เอซิด แอมโมเนีย และคาร์บอนไดออกไซด ์ส่วนไขมนัจะถูกยอ่ยโดยเอนไซมท์าํใหเ้กิดกรดไขมนัทั้ง
ท่ีระเหยไดแ้ละระเหยไม่ได ้รวมทั้งสารประกอบคีโตน และอลัดีไฮด์ (Raksakulthai and Haard, 
1992; Beddows et al., 1979) 
 
2.2 เอนไซม์จากตัวปลา 
เอนไซมจ์ากปลา (Endogenous proteinases) พบทั้งในเคร่ืองใน (Viscera) และในกลา้มเน้ือ
ปลาชนิดต่างๆ (ตารางท่ี 2.1) ซ่ึงเคร่ืองในปลาเป็นแหล่งสําคญัของเอนไซม์ Endopeptidase และ 
Exopeptidase เช่น Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin, Aminopeptidases และ Carboxypeptidases 
(Haard, 1994) นอกจากน้ียงัพบโปรติเนสในส่วนของโปรตีนซาร์โคพลาสมิค (Sarcoplasmic protein) 
และมยัโอไฟบริลลาร์ (Myofibrillar protein) Shahidi and Kamil (2001) รายงานว่าเอนไซมใ์น
กลา้มเน้ือปลาท่ีพบไดแ้ก่ Trypsin-like, Chymotrypsin-like, Cathepsin B และ L, Calpain, Alkaline 
proteinase, Aminopeptidase, Carboxypeptidase-like และ Myofibril-bound serine proteinase 
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(MBSP) อ่ืนๆ Ohkubo et al. (2004b) พบเอนไซม ์Serine proteinase ในกลา้มเน้ือปลาปากคม 
(Lizardfish, Saurida micropectoralis) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 2.1 ขั้นตอนการผลิตนํ้าปลา 
                                          ท่ีมา : Lopetcharat et al. (2001) 
Whole fresh anchovy: solar salt (ratio 3:1) 
Incubation in a cement tank for about 12-18 months 
Membrane filtration 
Brown liquid (Add additive) Solid retentate 
Fish sauce “First or premium” Addition of saturate salt solution (~30% NaCl) 
Incubation in a cement tank about 6 months 
Filter with membrane 
Solid retentate 
Addition of saturate salt solution (~30% NaCl) 
Membrane filtration 
Brown liquid (Add additive) 
 Fish sauce “Low grade” 
Fish sauce “Second” 
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2.2.1 เอนไซม ์Trypsin และ Trypsin-like 
เอนไซม ์ Trypsin เป็นเซอรีนโปรติเนส (Serine proteinase) ท่ีพบในระบบการย่อย ส่วน 
Trypsin-like พบในกลา้มเน้ือปลา สามารถทาํบริสุทธ์ิไดจ้ากส่วนซาร์โคพลาสมิคของกลา้มเน้ือปลา 
เช่น ปลา Hake (Martone et al., 1991) และ ปลา White croaker (Cao et al., 2005) นอกจากน้ียงั
สามารถแยกไดจ้ากพลาสมาของปลานิล (Oreochromis niloticus) (Inaba et al., 1997) มีรายงานวิจยั
ถึงคุณลกัษณะทางชีวเคมีของเอนไซม ์Trypsin และ Trypsin-like โดย pH ท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของ
เอนไซม ์Trypsin อยูใ่นช่วง pH ท่ีเป็นด่าง Trypsin บริสุทธ์ิจากเคร่ืองในของปลาแอนโชวี่ (Engraulis 
encrasicholus) แสดงกิจกรรมท่ี pH 8-9 เม่ือวิเคราะห์ดว้ย N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide 
(BAPNA) เป็นสารตั้งตน้ อยา่งไรก็ตาม Trypsin แสดงกิจกรรมท่ีเหมาะสมท่ี pH 9.5 เม่ือวิเคราะห์
โดยเคซีนและมยัโอไฟบริลลาร์โปรตีนเป็นสารตั้งตน้ (Martinez et al., 1988) นอกจากน้ีสามารถแยก
เอนไซม์ Trypsin จากปลาแอนโชว่ีญ่ีปุ่น (E. japonica) ซ่ึงแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี pH 9.0 เม่ือ
วิเคราะห์ดว้ยเคซีน และ ท่ี pH 8.0 เม่ือวิเคราะห์ดว้ย BAPNA (Heu et al., 1995) Kristjansson (1991) 
รายงานว่าการทาํบริสุทธ์ิ Trypsin จากไส้ปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ซ่ึงแสดง
กิจกรรมสูงสุดท่ี pH 9.0-10.0 เม่ือวิเคราะห์ดว้ย BAPNA  มีรายงานวา่เอนไซม ์Trypsin A และ B ท่ีทาํ
บริสุทธ์ิจากตบัและตบัอ่อนของปลาไนแสดงกิจกรรมท่ีอุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั 
ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเอนไซมใ์นกลุ่ม Trypsin-like ท่ีไดจ้ากกลา้มเน้ือปลา Milkfish (Chanos 
chanos) (Jiang et al., 1990) ปลาทรายแดง (Nemipterus bathybius) (Kinoshita et al., 1990) และปลา
กะตกั (Stolephorus indicus) (Siringan et al., 2006b) คือ 60 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงัพบว่า
กิจกรรมของ Trypsin-like ในปลากะตกัถูกกระตุน้ท่ี 50-60 องศาเซลเซียส และ pH 8.5 (Siringan et 
al., 2007) อยา่งไรกต็าม Choi et al. (2004) รายงานวา่กิจกรรมของ Trypsin ของเน้ือปลากะตกัมี
กิจกรรมสูงสุดท่ี 45 องศาเซลเซียส และ pH 8.0   
2.2.2 เอนไซม ์Chymotrypsin และ Chymotrypsin-like 
เอนไซม ์ Chymotrypsin เป็นเซอรีนโปรติเนส (Serine proteinase) สามารถยอ่ยพนัธะเพป-
ไทด์โดยท่ีกรดอะมิโนด้านกลุ่มคาร์บอกซิล (Carboxyl) ของพนัธะเพปไทด์ ซ่ึงเป็นกรดอะมิโน
ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) เช่น ไทโรซีน ทริฟโตแฟน ฟีนิลอะลานีน และลูซีน Heu et al. (1995) 
รายงานวา่ Chymotrypsin ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากปลาแอนโชว่ี (E. japonica) แสดงกิจกรรมท่ี pH 8.0 และ
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  นอกจากน้ียงัพบว่า  Chymotrypsin-like ในเคร่ืองในปลากะตักมี
เสถียรภาพลดลง 80% ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และกิจกรรมของเอนไซมถ์ูกยบัย ั้งท่ีอุณหภูมิ  45 
และ 60 องศาเซลเซียส Siringan et al. (2006b) รายงานวา่กิจกรรมของเอนไซม ์Chymotrypsin-like 
ของปลากะตกัมีความคงทนท่ีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้สูงท่ี 25-30% 
 
  
 
 
 
 
 
 
8 
 
ตารางที ่2.1 เอนไซมโ์ปรติเนสในกลา้มเน้ือปลาชนิดต่างๆ 
Type group Proteinase Fish Source Reference 
Cysteine  proteinase Cathepsin L Red bulleye Muscle Hu et al. (2007) 
  Walleye pollock Muscle    Hu et al. (2008) 
  Sea bass Muscle Che´ret et al. (2007) 
  Anchovy Muscle Choi et al. (2004) 
  Anchovy Whole fish Siringan et al. (2006b) 
  Carp Hepatopancrease   Aranishi et al. (1997) 
  Arrowtooth   Muscle   Visessanguan et al. (2003) 
 Cathepsin B   Silver carp    Muscle   Liu et al. (2008) 
  Sea bass Muscle Che´ret et al. (2007) 
Serine proteinase   Trypsin and trypsin-like   Monterey sardine Pyloric ceca   Castillo-Yanez et al. (2005) 
  Japanese sandfish Whole fish Klomklao et al. (2009) 
  Anchovy Whole fish Siringan et al. (2006b) 
  Anchovy Muscle Choi et al. (2004) 
  Skipjack tuna Spleen Klomklao et al. (2006) 
  True sardine Viscera Kishimura et al. (2006b) 
 Alkaline proteinase Nile tilapia Intestine Bezerra et al. (2005) 
  Bigeye snapper Muscle   Benjakul et al. (2003) 
  Striped Seabream  Viscera  Ali et al. (2011) 
  Sailfin catfish Viscera Villalba-Villalba et al. (2011) 
 Chymotrypsin and  Anchovy Whole fish Siringan et al. (2006b) 
 chymotrypsin - like Sardine Muscle   Lugo-Sanchez et al. (1997) 
  Anchovy Muscle Choi et al. (2004) 
 MBSP* Carp   Muscle   Osatomi et al. (1997); Cao et al. 
(1999a, 1999b); Cao et al. (2006) 
  Lizardfish Muscle Cao et al. (2000); Ohkubo et al. 
(2004a) 
Aspartic proteinase   Cathepsin D        Alaska pollack Muscle Weng et al. (2007) 
  Sea bass Muscle Che´ret et al. (2007) 
  Herring Muscle Neilsen and Neilsen (2001) 
 Pepsin    Sardine     Viscera   Castillo-Yanez et al. (2004)    
Metallo proteinase   Calpain Salmon Muscle Geesink et al. (2000)       
  Sea bass Muscle Che´ret et al. (2007) 
 Carboxypeptidase A, B Sardine   Muscle Lugo-Sanchez et al. (1997) 
  Starfish Pyloric ceca   Kishimura and Hayashi (2002) 
 Cathepsin A Milkfish Muscle Jiang et al. (1990) 
 Leu-aminopeptidase Anchovy Whole fish Siringan et al. (2006b) 
* MBSP = Myofibril-bound serine proteinase 
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2.2.3 เอนไซม ์Cathepsin L และ B   
 เอนไซม ์Cathepsin L และ B เป็นซีสเตอีนโปรติเนส (Cysteine proteinases) พบในไลโซ-
โซม (Lysosome) เอนไซมน้ี์เก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายกลา้มเน้ือของปลาชนิดต่างๆ ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์
เด่นในกลา้มเน้ือปลา Pacific whiting และเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยสลายมยัโอซิน (Myosin) ในระหว่าง
กระบวนการใหค้วามร้อนของเน้ือปลาและซูริมิ (An et al.,1994) Aoki and  Ueno (1997) รายงานวา่ 
Cathepsin L ในปลา Mackerel สามารถยอ่ยมยัโอซิน โทรโปรนินที (Troponin  T) โทรโปรนินไอ 
(Troponin  I) และโทรโปมยัโอซิน (Tropomyosin) ส่วน Cathepsin B ไม่สามารถยอ่ย มยัโอไฟบริล-
ลาร์โปรตีนของปลา Mackerel ได ้ 
Cathepsin L จากกลา้มเน้ือปลา Pacific whiting มี 2 ไอโซฟอร์ม ซ่ึงแสดงกิจกรรมท่ี pH 5.5-
6.0 และท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส (Seymour et al., 1994) Visessanguan et al. (2003) รายงาน
วา่ Cathepsin L ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลา Arrowtooth flouder แสดงกิจกรรมไดสู้งสุดท่ี pH 5.5 
และท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีมีรายงานว่า Cathepsin L ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากตบัและตบั
อ่อนของปลาไนแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี pH 5.5-6.0 และท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส(Aranishi et al., 
1997) Choi et al. (2004) พบว่ากิจกรรมของ Cathepsin L-like ของเคร่ืองในและเน้ือปลากะตกัสูงสุด
ท่ี 50 องศาเซลเซียส และ pH 6.0 เช่นเดียวกนักบั Heu et al. (1997) ท่ีรายงานวา่ Cathepsin L-like 
บริสุทธ์ิจากเน้ือปลาแอนโชวี่ (E. japonica) แสดงกิจกรรมท่ี 50 องศาเซลเซียส 
Cathepsin B ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลา Chum salmon และ กลา้มเน้ือขาวของปลา 
Mackerel (Yamashita and Konagaya 1990; Jiang et al., 1994) แสดงกิจกรรมท่ี pH 6.5 และอุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีมีรายงานว่า Cathepsin B ท่ีทาํบริสุทธ์ิจาก Pacific whiting แสดง
กิจกรรมสูงสุดในช่วงอุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส (An et al., 1994) 
2.2.4 โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะกรด (Acid proteinases) 
Pepsin เป็นแอสปาร์ติกโปรติเนส (Aspartic proteinase) ท่ีพบในกระเพาะอาหารของปลา 
เอนไซมแ์สดงกิจกรรมท่ี pH 2.0-4.0 สารยบัย ั้งเอนไซมคื์อ Pepstatin, Diazoketones และ Phenylacryl 
bromides (Beynon and Bond, 2001) เอนไซม ์Pepsin ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากปลา Monterey sardine แสดง
กิจกรรมท่ี pH 2.5 และท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Castillo-Yanez et al., 2004) Pepsin ท่ีทาํบริสุทธ์ิ
จากเคร่ืองในปลานิล (Tilapia nilotica) มีเสถียรภาพ (Stability) ท่ี pH 3-6 และไม่แสดงกิจกรรมท่ี pH 
เป็นกลางและด่าง (El-Beltagy et al., 2004) 
Cathepsin D เป็นไลโซโซมอลโปรติเนส (Lysosomal proteinase) ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มโปรติ-
เนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะกรด (Aspartic proteinase) พบในกลา้มเน้ือปลา โดยทาํบริสุทธ์ิจาก
กลา้มเน้ือปลา Herring และปลาไนมีมวลโมเลกุลประมาณ 36-39 กิโลดาลตนั (Nielsen and Nielsen, 
2001; Goldman-Levkontz et al., 1995) อยา่งไรกต็าม Cathepsin D ทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลานิลมี
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มวลโมเลกุลประมาณ 55 กิโลดาลตนั (Jiang et al., 1991) ซ่ึงแสดงกิจกรรมท่ี pH 2.5-3.7 และท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Nielsen and Neilsen, 2001; Goldman-Levkontz et al., 1995; Jiang et al., 
1991) 
2.2.5 โปรติเนสท่ีจบัยดึกบัมยัโอไฟบริล (Myofibril-bound proteinase, MBSP) 
MBSP จดัเป็นเซอรีนโปรติเนส (Serine proteinase) ท่ีจบัยึดกบัส่วนของโปรตีนมยัโอไฟ-
บริลลาร์ โปรติเนสน้ีสามารถแยกจากมยัโอไฟบริลลาร์ดว้ยสารละลายกรดและเกลือ เอนไซม ์MBSP 
ทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลาไนโดยใชส้ารละลายโปแตสเซียมคลอไรด ์(KCl) เขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ pH 
4.0 (Osatomi et al., 1997) นอกจากน้ี Osatomi et al. (1997) รายงานวา่เอนไซม ์MBSP ทาํบริสุทธ์ิ
จากกลา้มเน้ือปลาปากคม (Lizardfish) แสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี pH 8.0 และอุณหภูมิ 55-60 องศา-
เซลเซียส 
2.2.6 โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมในสภาวะด่าง (Alkaline proteinases) 
Alkaline proteinases มีความสาํคญัในการยอ่ยสลายกลา้มเน้ือของปลา Atlantic menhaden 
และ ปลา Atlantic salmon (Boye and Lanier, 1988; Choi et al., 1999) ซ่ึงพบในซาร์โคพลาสมิค 
(Sarcoplasmic) ไมโครโซมอล (Microsomal) และส่วนท่ียึดติดอยูก่บัมยัโอไฟบริล (Shahidi and  
Kamil, 2001) มวลโมเลกุลของ Alkaline proteinases ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลา Atlantic 
menhaden มีค่าประมาณ 707 และ 450 กิโลดาลตนั  (Choi et al., 1999) เอนไซมน้ี์แสดงกิจกรรมท่ี 
pH 7.5-8.0 และท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส (Boye and Lanier, 1988; Choi et al., 1999) 
2.2.7 โปรติเนสอ่ืนๆ 
Aminopeptidase และ Carboxypeptidase เป็นเมทาโลเอกโซโปรติเนส (Metallo exopro- 
teinases) เอนไซมก์ลุ่มน้ีจาํเป็นตอ้งมีอิออนโลหะท่ีตาํแหน่งกระตุน้ (Active sites) Carboxypeptidase 
A และ B ในซาร์โคพลาสมิคของปลา Monterey sardine จะถูกกระตุน้ดว้ย Cu2+ และถูกยบัย ั้งดว้ย 
Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (Lugo-Sanchez et al., 1997) นอกจากน้ีมีรายงานว่า 
Carboxypeptidase B ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากปลาดาว (Starfish) แสดงกิจกรรมท่ี pH 7.5 และอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส (Kishimura et al., 2006a) Leucine-aminopeptidase (LAP) ท่ีพบในปลา Monterey 
sardine และปลาแอนโชวี่ไม่ถูกยบัย ั้งดว้ย EDTA (Martinez and Serra, 1989) Liu et al. (2008) 
รายงานว่า Leucine aminopeptidase จากเน้ือปลาไน (Cyprinus carpio) แสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี 35 
องศาเซลเซียส และ pH 7.0 Siringan et al. (2006b) รายงานว่ากิจกรรมของเอนไซม ์Leucine-
aminopeptidase ลดลงท่ีเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้สูง 25-30%  Cathepsin A-like (หรือ 
Carboxypeptidase A) ทาํบริสุทธ์ิจากกลา้มเน้ือปลา Milkfish สามารถยอ่ยสารตั้งตน้ Z-Gly-Phe 
สูงสุดท่ี pH 7.0 และท่ีอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส และไม่แสดงกิจกรรมท่ีอุณหภูมิสูงและถูกยบัย ั้ง
ดว้ย Pepstatin A และ Hg2+ (Jiang et al., 1990)  
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Calpains หรือโปรติเนสท่ีถูกกระตุน้ดว้ยอิออน Ca2+ (Ca2+-activated proteinases) จดัเป็น   
โปรติเนสท่ีแสดงกิจกรรมท่ี pH เป็นกลาง (Neutral proteinases) พบในกลา้มเน้ือปลา Calpain ท่ีพบ
ในส่วนของซาร์โคพลาสมิคจะถูกปล่อยออกจากเสน้ใยกลา้มเน้ือ (Myofilament) โดยการยอ่ยส่วน Z-
disk  Ladrat et al. (2000) รายงานว่า Calpain เร่งการย่อยโปรตีนกลา้มเน้ือหลงัภาวะการตาย 
นอกจากน้ีมีรายงานว่าการทาํบริสุทธ์ิเอนไซม ์2 ชนิด จากกลา้มเน้ือปลาแอนโชวี่ (E.japonica) ดอง
เกลือซ่ึงมีบทบาทในการยอ่ยกลา้มเน้ือระหวา่งการบ่ม โดยเอนไซมช์นิดแรกมีมวลโมเลกุล 25 กิโล-
ดาลตนั  และแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี 45 องศาเซลเซียส และ pH 6.8 ในขณะท่ีเอนไซมอี์กชนิดหน่ึงมี
มวลโมเลกลุ 37 กิโลดาลตนั  และแสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส และ pH 7.0-7.5 (Ishida et 
al., 1994; Ishida et al., 1995) 
 
2.3 จุลนิทรีย์ในกระบวนการหมักนํา้ปลา 
Thongthai and Suntinanalert (1991) ไดแ้ยกจุลินทรีย ์ Halobacterium  จากนํ้ าปลา และ
พบว่าเช้ือดงักล่าวสามารถสร้างโปรติเนสไดสู้ง  นอกจากน้ียงัพบเช้ือ Bacillus และ Coryneform ใน
นํ้ าปลาซ่ึงสามารถสร้างโปรติเนสไดสู้งเช่นกนั ต่อมา Thongthai et al. (1992) ไดร้ายงานการแยก
Halobacterium salinarium จากนํ้ าปลา  ซ่ึงเช้ือดงักล่าวสามารถสร้างเอนไซมโ์ปรติเนสท่ียงัคงแสดง
กิจกรรม (Activity) ท่ีความเขม้ขน้ของเกลือ 4 โมลาร์ อยา่งไรกต็าม ยงัไม่มีรายงานวา่โปรติเนสดงั 
กล่าวเป็นประเภทใดและเช้ือดงักล่าวเกิดข้ึนช่วงใดของการหมกันํ้าปลา  Chaiyanan et al. (1999) แยก
แบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ Halobacillus thailandensis sp. nov. จากนํ้ าปลา  เช้ือดงักล่าวสามารถสร้าง
โปรติเนสกลุ่ม Serine proteinase และ Metalloproteinase  ซ่ึงคาดวา่เป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทต่อการ
ยอ่ยสลายโปรตีนในนํ้ าปลา  Porntaveewat et al. (2002) ไดศึ้กษาโปรติเนสจาก Halobacterium ท่ี
แยกไดจ้ากกระบวนการหมกันํ้าปลา  และพบวา่เป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม Serine proteinase โดยเอนไซมท่ี์
ทาํบริสุทธ์ิสามารถแสดงกิจกรรมไดสู้งสุดท่ี pH 6.0, 55 องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้ของเกลือ 
25% วิไลลกัษณ์ (2538) พบว่าการใชเ้ช้ือ H. salinarium ร่วมกบั S. saprophyticus และ B. 
pantothenticus ในการหมกันํ้ าปลา ทาํใหไ้ดค่้าการละลายของโปรตีนสูง จากงานวิจยัดงักล่าวขา้งตน้
แสดงใหเ้ห็นวา่จุลินทรียท่ี์สร้างโปรติเนสนั้นมีหลากหลายสายพนัธ์ุ  อยา่งไรก็ตาม ไม่มีขอ้มูลท่ีระบุ
ชดัเจนวา่จุลินทรียต่์างสายพนัธ์ุเหล่านั้นเจริญในช่วงระยะเวลาใดบา้งของการหมกั  ซ่ึงกระบวนการ
หมกันํ้ าปลาท่ีอาศยัจุลินทรียจ์ากธรรมชาติเกิดข้ึนโดยจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีอาจเจริญร่วมกนัหรือ
ต่อเน่ืองกนั   
 Sinsuwan et al. (2010) ไดศึ้กษาโปรติเนสจาก Virgibacillus sp. SK33 ท่ีแยกไดจ้าก
กระบวนการหมกันํ้าปลาในเดือนท่ี 2 ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม Serine proteinase โดยเอนไซมท่ี์ทาํ
บริสุทธ์ิสามารถแสดงกิจกรรมไดสู้งสุดท่ี pH 7.5 และท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส Phrommao et al. 
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(2011) พบกิจกรรมของเอนไซมจ์าก Virgibacillus sp. SK37 ท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าปลา ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม 
Subtilisin-like proteinases แสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี pH 8.0 อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เกลือ
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25-30% และแคลเซียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 70-100 มิลลิโมล/ลิตร เอนไซมท่ี์ผลิต
โดยจุลินทรียต์่างๆขา้งตน้ เป็น Endoproteinase แต่เอนไซมใ์นกลุ่ม Exoproteinase มีความสาํคญัต่อ
ลกัษณะทางประสาทสมัผสัของนํ้ าปลาเช่นกนั  เน่ืองจากเอนไซมใ์นกลุ่มน้ีทาํใหเ้กิดการเพ่ิมข้ึนของ
กรดอะมิโนอิสระซ่ึงมีผลโดยตรงต่อรสชาติ Vo-Van et al. (1984) พบกิจกรรมของ Aminopeptidase 
ท่ีค่อนขา้งสูงในระยะ 2 เดือนแรกของการหมกันํ้ าปลาจากปลาซาร์ดีน (Sardine)  เอนไซมด์งักล่าวมี
มวลโมเลกุล 370 กิโลดาลตนั เม่ือวิเคราะห์โดย Gel filtration และมีค่า pI เท่ากบั 4.1  เอนไซมย์งัคง
กิจกรรมไดสู้งท่ีความเขม้ขน้เกลือ 15% ซ่ึงแตกต่างจาก Aminopeptidase จากลาํไส้ปลาซาร์ดีนซ่ึง
สูญเสียกิจกรรมอย่างรวดเร็วในช่วงเร่ิมต้นของการหมัก   แต่คณะผู ้วิจัยไม่ได้ระบุแน่ชัดว่า 
Aminopetidase ในนํ้าปลานั้นมาจากจุลินทรียห์รือไม่   
นอกจาก Halobacterium แลว้ Tanasupawat and Komagata (1995) ไดพ้บ Tetragenococcus 
halophilus ในนํ้ าปลา ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Saisithi (1994) ซ่ึงสรุปว่าพบ T. halophilius มี
จาํนวนมากในวนัท่ี 13 ของการหมกัจนกระทัง่เดือนท่ี 3 Satomi et al. (1997) พบ T. muriaticus sp. 
nov. จากเคร่ืองในปลาหมึกหมกัซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์เจริญไดท่ี้ความเขม้ขน้ของเกลือสูง  ต่อมา Kimura 
et al. (2001) ไดร้ายงานวา่ แบคทีเรียดงักล่าวสามารถสร้างฮีสตามีนไดสู้งถึง 1,153.4 ppm ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนจาํกดั  นอกจากน้ี Thongsanit (1999) พบ T. halophilius และ T. muriaticus ในนํ้ าปลา
ไทย  ซ่ึงบางสายพนัธ์ุสามารถสร้างฮีสตามีนในช่วง 0.36-522.9 ppm อยา่งไรกต็ามยงัไม่มีรายงานวา่
เช้ือดงักล่าวสร้างไบโอจีนิกเอมีนหรือไม่ และเช้ือดงักล่าวมีบทบาทสาํคญัต่อคุณลกัษณะของนํ้ าปลา
หรือไม่อยา่งไร  นอกจากปัจจยัในการสร้างโปรติเนสแลว้ จุลินทรียท่ี์เหมาะสมในการพฒันาเป็นกลา้
เช้ือจะต้องไม่ผลิตฮีสตามีนและไบโอจีนิกเอมีนอ่ืนๆ หรือผลิตในปริมาณท่ีน้อยมากอย่างไม่มี
นยัสาํคญั     
 
2.4 แบคทเีรียกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria) 
แบคทีเรียกรดแล็กติกมีความสามารถทนกรดท่ีผลิตข้ึนมาเอง ปกติแบคทีเรียในกลุ่มน้ี
สามารถเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิค่อนขา้งกวา้งคือตั้งแต่ 5-45 องศาเซลเซียส แบคทีเรียกรดแลก็ติกอยู่
ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก มีทั้งท่ีเซลลมี์รูปร่างกลมและเป็นท่อน บางชนิดท่ีมีเซลลมี์รูปร่างกลมมี
การเรียงตวักนัส่ีเซลล์ ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างเอนไซม์คะตาเลส (Catalase) ตอ้งการ
อากาศนอ้ย (Microaerophile) หรือ Facultative anaerobe ตอ้งการอาหารในการเจริญอยา่งซบัซอ้น ใช้
คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน มีความสามารถในการทนกรด อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยู่
ระหว่าง 30-40 องศาเซลเซียส  pH 5.5-6.2 นิยมใชใ้นกระบวนการผลิตอาหารและผลิตกรดแลก็ติก
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เป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในกระบวนการหมกั (du Toit et al., 1998) เป็นแบคทีเรียชนิดแรกท่ีนาํมาใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหาร เช่น การผลิตภณัฑน์มหมกั ผกัดอง และเน้ือหมกั (Konings, 2002)  
แบคทีเรียกรดแล็กติกประกอบด้วยแบคทีเรียสกุลต่างๆ คือ Lactobacillus, Lactococcus, 
Enterococcus, Camobacterium, Leuconostic, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococus, Vago-
coccus และ Weissela โดยสามารถแบ่งตามการใชน้ํ้ าตาลได ้2 กลุ่ม ดงัน้ี (Axelsson, 1993; Kandler 
and Weiss, 1989) 
(1) โฮโมเฟอร์เมนเตทีฟ  (Homofermentative) เป็นแบคทีเรียท่ีใช้นํ้ าตาลกลูโคสผ่าน 
Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP) ไดก้รดแลก็ติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกั 85% หรือมากกวา่จาก
การหมกัคาร์โบโฮเดรต เจริญท่ีอุณหภูมิ 15-45 องศาเซลเซียส ไดแ้ก่ L. sake, L. acidilactici, L. casei 
เป็นตน้ 
(2) เฮทเทอโรเฟอร์เมนเตทีฟ (Heterofementative) เป็นแบคทีเรียท่ีใชน้ํ้ าตาลกลูโคสผ่านวิถี 
Phosphogluconate pathway หรือ Phosphoketolase pathway ไดผ้ลิตภณัฑก์รดแลก็ติก กรดฟอร์มิก 
กรดอะซิติก เอทธานอล และคาร์บอนไดออกไซด ์จากการหมกัคาร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ L. plantarum, 
L. fermentum, L. brevis เป็นตน้ 
Tetragenococcus  เป็นแบคทีเรียท่ีต้องการเกลือโซเดียมคลอไรด์ในการเจริญ มีความ 
สามารถทนเกลือในระดบัสูง (>18%) (Collins et al., 1990; Holt et al., 1994; Hozapfel et al., 2006) 
ความแตกต่างระหว่าง Pediococci และ Tetragenococci แสดงดงัตารางท่ี 2.2 Tetragenococcus มี
รูปร่างเซลลก์ลม (0.5-1.0 ไมครอน) ติดสีแกรมบวก มีการจดัเรียงเซลลท์ั้งเป็นคู่ (Pairs) และแบบส่ี
เซลล ์(Tetrads) โคโลนีเป็นทรงกลม ขาว ความนูนตํ่า เรียบ และไม่มีเมด็สี ผลการทดสอบเอนไซม ์
คะตาเลส (Catalase) เป็นลบ โดยทัว่ไป Tetragenococcus พบในผลิตภณัฑ์อาหารหมกัหลากหลาย
ชนิด เช่น นํ้าปลา (Thongsanit et al., 2002) ถัว่เหลืองหมกัของอินโดนีเซีย (Roling and Verseveld, 
1996) ซอสถัว่เหลืองของญ่ีปุ่น (Nakagawa and Kitahara, 1959) ปลากะตกัดองเกลือ (Villar et al., 
1985) กะปิ (Terasi) ของอินโดนีเซีย (Kobayashi et al., 2003) กิมจิและแฮม (Lee et al., 2005) 
แบคทีเรีย Tetragenococcus ท่ีสาํคญัไดแ้ก่  
(1) Tetragenococcus halophilus ซ่ึงพบในผลิตภณัฑอ์าหารหมกั เช่น นํ้ าปลาและซอสถัว่-
เหลือง มีรูปร่างทรงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5-1.0 ไมครอน เซลลไ์ม่มีการเคล่ือนท่ี โคโลนี
เจริญบนอาหาร MRS agar มีลกัษณะเป็นทรงกลม ความนูนตํ่า และไม่มีเมด็สี (Thongsanit et al., 
2002) เป็นแบคทีเรียกรดแล็กติกประเภทโฮโมเฟอร เมนเททีฟ (Homofermentative) ต้องการ
ออกซิเจนเพียงเล็กน้อยเพ่ือการเจริญเติบโต (Microaerophile) T. halophilus สามารถเจริญได้ท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดท่ี์เหมาะสมในการเจริญคือ 5-10% และ 
pH 5.0-9.0 T. halophilus ไม่สามารถเปล่ียนรูปของไนเตรทได ้บางชนิดสามารถยอ่ยอาร์จินีนได ้(Lee 
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et al, 2005; Thongsanit et al., 2002) โดยส่วนใหญ่สามารถผลิตกรดจากนํ้าตาลชนิดต่างๆ ดงัตารางท่ี 
2.3 Kobayashi et al. (2000) คดัแยก T. halophilus จากกะปิ (Terasi) ของอินโดนีเซีย ซ่ึงสามารถใช ้ 
L-Arabinose, D-Mannitol, Maltose, D-Melizitose, Maltotriose, Glycerol และ Sucrose เป็นแหล่ง
คาร์บอนในการผลิตกรดได ้T. halophilus มีบทบาทสาํคญัในกระบวนการหมกัผลิตภณัฑท่ี์มีแป้งเป็น
ส่วนประกอบ โดยความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดท่ี์เหมาะสมในการเจริญคือ 3-7%, pH 7.5 และ 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นอกจากผลิตภณัฑก์ะปิของอินโดนีเซียแลว้ T. halophilus ยงัคดัแยกได้
จากกระบวนการหมกัซอสถัว่เหลือง (Soy mash) (Roling and Verseveld, 1996) 
 
ตารางที ่2.2 ความแตกต่างทางสรีรวิทยาระหวา่งสกลุ Tetragenococcus และ Pediococcus 
Characteristics Pediococcus Tetragenococcus 
Growth tolerance to 18% NaCl - + 
Growth at pH 5.0 + - 
                pH 9.0 - + 
Facultative anaerobes + + 
Gas from glucose fermentation - - 
Configulation of lactic acid from 
glucose 
DL/L(+) L(+) 
Starch fermentation - - 
Peptidoglycan type Lys-D-Asp Lys-D-Asp 
Source: Holzapel et al. (2006) 
 
 (2) Tetragenococcus muriaticus เป็นแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีแยกจากนํ้ าปลาท่ีหมกัจาก
เคร่ืองในปลาหมึก (Satomi et al., 1997) เซลลมี์รูปร่างกลม (0.5-0.8 ไมครอน) และไม่เคล่ือนท่ี 
โคโลนีเป็นสีขาว มีความนูน เรียบ และมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางมากกว่า 1.5 มิลลิเมตร สามารถ
เจริญไดท่ี้โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 1-25% โดยค่าความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมคือ 7-10% ไม่พบการเจริญ
ในสภาวะท่ีไม่มีโซเดียมคลอไรด ์อุณหภูมิท่ีเหมาะสมคือ 25-30 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญได้
ในช่วงอุณหภูมิ 15-40 องศาเซลเซียส pH ท่ีเหมาะสมคือ 7.5-8.0 และสามารถเจริญไดท่ี้ pH ในช่วง 
5.0-9.6 T. muriaticus สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน (Facultatively 
anaerobic) และไม่สามารถเปล่ียนไนเตรทเป็นไนไตรทไ์ด ้แต่ผลิตฮีสตามีนได ้44 มิลลิกรัม/100 กรัม 
(Thongsanit et al., 2002) ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลก็ติกชนิดน้ีสามารถใชน้ํ้ าตาลชนิดต่างๆ ดงัตารางท่ี 2.3 
ผนงัเซลลข์องเพปไทด์ประกอบดว้ย Lys-D-Asp ส่วน DNA มีปริมาณ G+C เท่ากบั 36.5 mol% 
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(Satomi et al., 1997) ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีใชแ้ยกความแตกต่างระหวา่ง T. muriaticus และ T. 
halophilus คือการเจริญท่ีอุณหภูมิท่ีต่างกนั โดย T. muriaticus สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 40 องศา-
เซลเซียส แต่ T. halophilus ไม่เจริญ นอกจากน้ียงัพบว่า T. halophilus เจริญไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีเกลือ
โซเดียมคลอไรด ์แต่ T. muriaticus ตอ้งมีเกลืออยา่งนอ้ย 1% จึงสามารถเจริญได ้(ตารางท่ี 2.3) ใน
กระบวนการหมกั T. muriaticus ยอ่ย L-Arabinose, Sucrose และ Lactose ไดน้อ้ยกวา่ T. halophilus 
และสามารถผลิตฮีสตามีนได ้ (Satomi et al., 1997) อยา่งไรกต็าม ความต่างของลกัษณะทางสณัฐาน 
และการใชน้ํ้ าตาลระหว่างเช้ือทั้งสองชนิดไม่สามารถใชใ้นการจาํแนกเช้ือทั้งสองได ้ (Abe and 
Uchida, 1989; Roling and Verseveld, 1996) วิธีท่ีมีความน่าเช่ือถือในการจาํแนกสายพนัธ์ุคือการ
วิเคราะห์ลาํดบัสารพนัธุกรรมของ 16S rRNA gene (Satomi et al., 1997) 
(3) Tetragenococcus koreensis เป็นแบคทีเรียกรดแลก็ติกอีกหน่ึงชนิดท่ีแยกไดจ้ากกิมจิ 
(Lee et al., 2005) มีความคลา้ยคลึงของ 16S rRNA gene เม่ือเทียบกบั T. muriaticus และ T. 
halophilus เท่ากบั 97.8% และ 95.9% ตามลาํดบั แต่ DNA-DNA hybridization ของ T. koreensis มี
ความคลา้ยคลึงเพียง 9.7%  เม่ือเทียบกบั T. halophilus และ 39.0% เม่ือเทียบกบั T. muriaticus โดย T. 
koreensis สามารถผลิตกรดไดด้งัตารางท่ี 2.3 T. koreensis มีรูปร่างเซลลก์ลม (1 ไมครอน) ไม่
เคล่ือนท่ี ไม่มีสปอร์ ผลทดสอบเอนไซมค์ะตาเลส และออกซิเดสเป็นลบ T. koreensis เจริญไดท่ี้
อุณหภูมิ 15-30 องศาเซลเซียส ไม่เจริญท่ี 4 องศาเซลเซียส หรือมากกวา่ 37 องศาเซลเซียส โดย
สภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการเจริญคือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ pH 9.0 พบการเจริญท่ีมีเกลือ
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 0-8% โดยความเขม้ขน้ของเกลือท่ีเหมาะสม คือ 2-5% T. koreensis เป็น
แบคทีเรียประเภทโฮโมเฟอร์เมนเตทีฟ (Homofermentative) ไม่สามารถเปล่ียนไนเตรทเป็นไนไตรท ์
และไนโตรเจน นอกจากน้ียงัพบวา่ T. koreensis สามารถผลิต Rhamnolipid biosurfactant ได ้
(4) Enterococcus solitaries เปล่ียนช่ือสกุล (Genus) เป็น Tetragenococcus โดย Ke et al. 
(1999) T. solitarius แยกไดจ้ากข้ีหูมนุษย ์(Colline et al., 1990) ลาํดบัความคลา้ยคลึงของ 16S rRNA 
gene คือ 93.8% และ 93.7% เม่ือเทียบกบั T. halophilus และ T. muriaticus ตามลาํดบั (Ennahar and 
Cai, 2005) แต่ค่า DNA-DNA hybridization ของ T. solitarius มีความคลา้ยคลึงเพียง 25.7- 28.6%  
เม่ือเทียบกบั T. halophilus และ 25.4 - 27.2% เม่ือเทียบกบั T. muriaticus (Ennahar and Cai, 2005) 
ความสามารถในการยอ่ยนํ้ าตาลแสดงดงัในตารางท่ี 2.3 T. solitarius ไม่สามารถยอ่ย Lactose ซ่ึง
ให้ผลเช่นเดียวกนักบั Tetragenococcus ชนิดอ่ืนๆ ในขณะท่ี Enterococcus  สามารถผลิตกรดจาก 
Lactose ได ้(Ennahar and Cai, 2005) T. solitarius แสดงความสามารถในการหมกันํ้าตาลเหมือนกบั 
T. halophilus ซ่ึงทั้งสองชนิดน้ีสามารถผลิตกรดไดจ้ากนํ้ าตาลหลากหลายชนิด เช่น Galactose, 
Cellobiose, Sucrose และ Maltose (ตารางท่ี 2.3)  
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ตารางที ่2.3  สมบติัทางสรีรวิทยาและการใชน้ํ้ าตาลของแบคทีเรียกรดแลก็ติกในสกุล Tetragenococ-
cus ชนิด 
Characteristics T. halophilusa 
ATCC 33315 
T. muriaticusb 
JCM 10006 
T. koreensisc 
DSM 16501 
T. solitariusd 
JCM 8736 
Optimum temperature (°C) 30 25-30 15-30 NA 
Growth at 40 °C - + - + 
                 45 °C - - - + 
Growth range of pH 5.0-9.0 5.0-9.6 NA NA 
Optimum pH NA 7.5-8.0 9.0 6.5 
Range of  NaCl (%) 0-25 1-25 0-8 NA 
Optimum NaCl (%) 5-10 7-10 2-5 NA 
Gas from D-glucose - - - NA 
Amygdalin + - + + 
L-Arabinose - - - + 
D-Cellobiose + - - + 
D-Galactose + - - + 
Glucose + + + NA 
Glycerol + - NA - 
D-Lactose - - - - 
D-Maltose + - + + 
D-Raffinose - - NA - 
L-Rhamnose - - NA - 
D-Mannitol - + + + 
D-Mannose + + + + 
D-Melibiose - - NA - 
Sucrose + - + + 
D-Melezitose + - + + 
α-Methyl-D-glucoside + - - + 
D-Ribose + + + - 
D-Sorbitol - - NA - 
Sorbose + - - - 
D-Trehalose + - + + 
D-Xylose + - - - 
Xylitol NA - + - 
Turanose NA - + + 
D-Tagatose NA - - + 
D-Arabitol NA - + + 
Gluconate NA - + + 
NA = Not available. aThongsanit et al. (2002), bSatomi et al. (1997), cLee et al. (2005), dEnnahar and Cai (2005). 
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2.5 องค์ประกอบของสารระเหยในนํา้ปลา 
กล่ินรสเป็นปัจจยัคุณภาพท่ีสาํคญัของนํ้ าปลา (Sanceda et al., 2001) กล่ินในนํ้ าปลาสามารถ
แบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มหลกั คือ กล่ินแอมโมเนีย (Ammoniacal) กล่ินเนยแข็ง (Cheesy) และกล่ินเน้ือ 
(Meaty) (Dougan and Howard, 1975) ซ่ึงเกิดจากกระบวนการยอ่ยสลายโปรตีน ออกซิเดชัน่ของ
ไขมนั และกระบวนการหมกัดว้ยจุลินทรีย ์(Beddows et al., 1980) Saisithi et al. (1966) รายงานวา่
กิจกรรมของจุลินทรียซ่ึ์งแยกไดจ้ากนํ้ าปลาท่ีหมกัเป็นเวลา 9 เดือน สามารถผลิตสารระเหยชนิดกรด 
และสารประกอบอ่ืนๆ เช่น คีโตน (Ketone) และอลัดีไฮด์ (Aldehy) ซ่ึงมีส่วนทาํใหไ้ดก้ล่ินรส และ
กล่ินหอมของนํ้ าปลา โดยสารประกอบแอมโมเนีย (Ammonia) เอมีน (Amines) และสารประกอบ
ไนโตรเจนอ่ืนๆ จะใหก้ล่ินแอมโมเนีย (Ammoniacal) ส่วนสารประกอบ Volatile fatty acids จะให้
กล่ินเนยแขง็ (Cheesy) และสารประกอบอลัดีไฮดจ์ะใหก้ล่ินเน้ือ (Meaty) ในนํ้ าปลา (Dougan and 
Howard, 1975; Fukami et al., 2002; Sanceda et al., 1992) Peralta et al. (1996) จาํแนกสารระเหยใน
นํ้ าปลาได ้124-155 ชนิด โดยแบ่งเป็นกรด สารประกอบไนโตรเจน (Nitrogen-containing com- 
pounds) สารประกอบซลัเฟอร์(Sulfur-containing compounds) อลัดีไฮด ์ (Aldehydes) คีโตน (Ke-
tones) และสารประกอบอะโรมาติก (Aomatic hydrocarbons) Fukami et al. (2004) รายงานวา่ 2-
Methylpropanal, 2-Methylbutanal, 2-Pentanone, 2-Ethylpyridine, Dimethyl trisulfide, 3-(Methyl-
thio) propanal และ 3-Methylbutanoic acid จะใหก้ล่ินคาวปลา (Fishy) สารประกอบท่ีใหก้ล่ินอบั
เหง่ือ (Sweaty) ไดแ้ก่ 2-Methylpropanal, 2-Methylbutanal, 2-Ethylpyridine และ Dimethyl trisul-
fide สารประกอบท่ีใหก้ล่ินเน้ือ (Meaty) ไดแ้ก่ 2-Ethylpyridine, 2-Methylpropanal  และ 2-Methyl-
butanal นอกจากน้ี Shimoda et at. (1996) รายงานวา่ Dimethyl sulfide, Dimethyl disulfide และ 
Dimethyl trisulfide เป็นสารระเหยท่ีใหก้ล่ินอุจจาระ (Fecal) ซ่ึงเป็นกล่ินท่ีไม่พึงประสงคใ์นนํ้าปลา  
 สารประกอบ Volatile fatty acids เกิดจากกระบวนออกซิเดชัน่ของกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั และ
กระบวนการหมกัของจุลินทรีย ์(Dougan and Harward, 1975) Butanoic acid, 3-Methylbutanoic acid, 
Pentanoic acid และ 4-Methylpentanoic acid ใหก้ล่ินเนยแขง็ (Cheesy) ในนํ้ าปลา (Devos et al., 
1995; Peralta et al., 1996; Shimoda et al., 1996) กล่ินเน้ือ (Meaty) เกิดจากกระบวนการออกซิเดชัน่
ของไขมนั Glutamic acid ใหร้สเน้ือ (Meaty) ในนํ้ าปลา (Devos et al., 1995) Michihata  et al. (2002) 
รายงานวา่สารระเหยหลกัในนํ้าปลาญ่ีปุ่น (Ishiru) คือ อลัดีไฮด ์สารประกอบไนโตรเจนสารประกอบ
ซลัเฟอร์ และคีโตน โดยสารประกอบอลัดีไฮดเ์กิดจากกระบวนการออกซิเดชัน่ไขมนัในระหวา่งกระ-
บวนการหมกั และสารประกอบอลัดีไฮด ์(Aldehyde) ท่ีมีโครงสร้างแบบก่ิงกา้น อะโรมาติก และอลัดี
ไฮดส์ายสั้น เกิดจากปฏิกิริยา Deamination ของกรดอะมิโน Cha and Cadwallader (1998) รายงานวา่
สารประกอบอลัดีไฮด์ท่ีให้กล่ินรสท่ีดีในนํ้ าปลาท่ีผลิตจากปลาทูน่า เกิดจากปฏิกิริยาเคมี และ
กระบวนการหมกัดว้ยจุลินทรียท่ี์ยอ่ยกรดอะมิโน 
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กรดอะมิโน และเพปไทด์ท่ีเกิดข้ึนในระหว่างกระบวนการหมกัมีผลต่อกล่ินรสในนํ้ าปลา
(Peralta et al., 1996) โปรติเนสจากจุลินทรีย ์(Microbial proteinases) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ Intracellular 
aminopeptidases เป็นเอนไซมท่ี์สาํคญัของกระบวนการเกิดกล่ินรส เน่ืองจาก Intracellular amino-
peptidases สามารถยอ่ยเพปไทด ์และ/หรือโอลิโกเพปไทดใ์หเ้ป็นกรดอะมิโน (Smit et al., 2005) 
กรดอะมิโนจะถูกเปล่ียนใหเ้ป็นสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรสโดยแบคทีเรียกรดแลก็ติก สามารถแบ่งได้
เป็น 3 กลุ่ม คือ (1) กรดอะมิโนในกลุ่มอะโรมาติก เช่น ไทโรซีน (Tyrosine) ทริปโตแฟน (Trypto-
phan) และฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) (2) กรดอะมิโนท่ีมีก่ิงกา้น เช่น ลูซีน (Leucine) ไอโซลูซีน 
(Isoleucine) และวาลีน (Valine)  และ(3) กรดอะมิโนท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองคป์ระกอบ เช่น เมไธโอนีน 
(Methionine) (Marilley and Casey, 2004) Smit et al. (2005) รายงานวา่ลูซีนถูกเปล่ียนใหเ้ป็น 2-
Methylpropanoic  acid และ Methionine ซ่ึงจะเก่ียวขอ้งกบักล่ินเนยแขง็ (Cheesy) และ ถูกเปล่ียนให้
เป็น Methional ใหก้ล่ินคลา้ยมนัฝร่ังตม้ Marilley and Casey (2004) รายงานวา่วาลีน และเมไธโอนีน 
ถูกเปล่ียนใหเ้ป็น 3-Metylbutanol และ Dimethyl disulfide ตามลาํดบั ดงันั้นกรดอะมิโนจึงเป็นสารตั้ง
ตน้ท่ีสาํคญัในกระบวนการเกิดสารระเหยท่ีใหก้ล่ินรส 
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บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 
 
3.1 การย่อยสลายตวัเองของปลากะตกั 
3.1.1 วสัดุและสารเคมี 
 ตวัอยา่งปลากะตกั (Stolephorus spp.) สด ซ่ึงมีนํ้ าหนกัตวัเฉล่ีย 2.60±0.45 กรัม และมีความยาว
ประมาณ 7.60±0.32 เซนติเมตร ขนส่งจากอ่าวไทยโดยเกบ็ปลาในกล่องโฟมบรรจุนํ้ าแขง็ภายใน 6 ชัว่-
โมงหลงัการจบั จากนั้นเปล่ียนถ่ายนํ้าแขง็และขนส่งมายงัหอ้งปฏิบติัการ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 
จงัหวดันครราชสีมาทนัที   
สารเคมีจากบริษทั Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.) ไดแ้ก่ 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic 
acid (TNBS), bovine serum albumin (BSA), dimethyl sulfoxide (DMSO), Brij 35, leucine และ L-
leucyl-4-nitroaniline (4-NA)  สารเคมีจากบริษทั Bachem AG (Bubendorf,Switzerland) ไดแ้ก่ Boc-Asp 
(oBzl)-Pro-Arg-AMC, succinyl (Suc)-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC, Z-Phe-Arg-AMC และสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีใช้
ในการวิจยัเป็นคุณภาพท่ีใชใ้นงานวิเคราะห์หอ้งปฏิบติัการ (Analytical grade) 
3.1.2 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกั 
ศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด์และอุณหภูมิต่อการย่อยสลายตวัเองของปลากะตกั (Autolysis) 
เพื่อใหไ้ดส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการยอ่ยสลายตวัเองไดสู้งสุดโดยไม่เกิดการเน่าเสีย นาํปลากะตกัสด 400 
กรัม เติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 0, 5, 10 และ 15 % บ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ65 องศาเซลเซียส 
ติดตามการเปล่ียนแปลงปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปของปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group) 
และกิจกรรมโปรติเนสจากปลา สุ่มตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์ท่ี 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72, 96 และ120 
ชัว่โมง  
3.1.3 วิเคราะห์ปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group) 
ผสมตวัอยา่งกบัสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติก (Trichloroacetic acetic, TCA) เขม้ขน้ 5% 
(โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) ในอตัราส่วน 1:9 (โดยนํ้าหนกั) เกบ็ตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000×g (LegendTM MACH 1.6/R, Thermo Electron LED GmbH, 
Lengensellbold, Germany) ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และกรองสารละลายส่วนใสด้วย
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 (Whatman International Ltd., Oxfordshire, UK) นาํสารละลายส่วนใส 
(Supernatant) ไปวิเคราะห์ปริมาณโอลิโกเพปไทดโ์ดยทาํปฏิกิริยากบั 2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic 
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acid (TNBS) ตามวิธีของ Adler-Nissen (1979) โดยใชลู้ซีน (Leucine) เป็นสารมาตรฐาน ดูดตวัอยา่ง 50 
ไมโครลิตร เจือจางดว้ยสารละลายโซเดียมโดดีซิลซลัเฟต (SDS) เขม้ขน้ 1% หรือนํ้ าปราศจากอิออน 
(Deionized water) เติมสารละลายฟอสเฟตเขม้ขน้ 0.2125 โมลาร์ ท่ี pH 8.2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนั เติม TNBS เขม้ขน้ 0.05% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ทนัที เพ่ือหยดุปฏิกิริยา เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร โดยใชเ้คร่ือง Spectrophotometer (SmartSpecTM Plus, Bio-Rad Labora-
tories, CA., U.S.A.) แสดงค่าการยอ่ยสลายของโปรตีนในระหว่างกระบวนการหมกัในหน่วยมิลลิโมล/
กรัมตวัอยา่งของกลุ่มอะมิโนแอลฟาเทียบกบัลูซีน 
3.1.4 การวิเคราะห์กิจกรรมโปรติเนส 
สกดัเอนไซมจ์ากตวัปลา (Crude proteinase) โดยนาํตวัอยา่งปลากะตกัป่ันผสมกบัสารละลาย
บฟัเฟอร์ Tris-HCl (pH 7.0) ท่ีแช่เยน็เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ในอตัราส่วน 1:9  ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปป่ัน
เหว่ียงท่ี 10,000×g (LegendTM MACH 1.6/R, Thermo Electron LED GmbH, Lengensellbold, Germany) 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และกรองสารละลายส่วนใสดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1  
เก็บสารละลายส่วนใสสาํหรับวิเคราะห์กิจกรรมโปรติเนสโดยดดัแปลงตามวิธีของ Siringan et al. 
(2006a)   ดงัรายละเอียดต่อไปน้ี 
วิ เคราะห์กิจกรรมเอนไซม์คล้ายทริปซิน  (Trypsine-like) โดยในสารผสม  1  มิลลิลิตร 
ประกอบดว้ยสารตั้งตน้ Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC เขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
และสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl (pH 8.5) เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และเอนไซมส์กดัท่ี
เจือจางอยา่งเหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ย
สารผสมบิวทานอล เมธานอล และนํ้ ากลัน่ปราศจากอิออน ในสดัส่วน 30: 35: 35  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
วดัค่าความเขม้ของการเรืองแสง (Fluorescence intensity) ดว้ยเคร่ือง Spectrofluorometer (RF-1501, 
Shimazu Co., Kyoto, Japan) ท่ีค่าความยาวคล่ืนกระตุน้ (Excitation wavelength) 380 นาโนเมตร และ
ความยาวคล่ืนของการคายพลงังาน (Emission wavelength) 460 นาโนเมตร กาํหนดใหห้น่วยกิจกรรม 
(Unit) คือ นาโนโมลของ AMC ต่อนาที  แสดงค่ากิจกรรมจาํเพาะ (Specific activity) ในหน่วยกิจกรรม 
(Unit) ต่อกรัมตวัอยา่ง   
การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมค์ลา้ยไคโมทริปซิน (Chymotrypsine-like) ใชส้ารตั้งตน้ Suc-Ala-
Ala-Pro-Phe-AMC เขม้ขน้ 1 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร สารละลายบฟัเฟอร์ (Tris-HCl (pH 
9.0) เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ และสารละลายแคลเซียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร 
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และเอนไซมส์กดัท่ีเจือจางอยา่งเหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
หยดุปฏิกิริยาตามวิธีท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ และวิเคราะห์กิจกรรมจาํเพาะ (Specific activity) ในหน่วย
กิจกรรม (Unit) ต่อกรัมตวัอยา่ง ตามวิธีท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 
วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมค์ลา้ยคาเธพซิน-แอล (Cathepsin L-like) โดยสารละลายผสมประกอบ 
ดว้ย สารตั้งตน้สงัเคราะห์ Z-Phe-Arg-AMC เขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และสารละ-
ลายบฟัเฟอร์ (0.2 M Tris-HCl (pH 9), 4 mM EDTA, 8 mM DTT, pH 5.5) ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และ
เอนไซมส์กดัท่ีเจือจางอยา่งเหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร วิเคราะห์กิจกรรมท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที กาํหนดใหห้น่ึงหน่วยกิจกรรม (Unit) คือ นาโนโมลของ AMC ต่อนาที และแสดงค่ากิจกรรม
จาํเพาะ (Specific activity) ในหน่วยกิจกรรม (Unit) ต่อกรัมตวัอยา่ง ตามวิธีท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 
วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมล์ซีูนอะมิโนเพปติเดส (Leucine aminopeptidase) โดยในสารผสม 1 
มิลลิลิตร ใชส้ารตั้งตน้ L-Leucine-p-nitroaniline (pNA) เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสม
สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl (pH 8.0) เขม้ขน้ 0.2 โมลาร์ ปริมาตร 0.85 มิลลิลิตร และเอนไซมส์กดั
ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร บ่มท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หยดุปฏิกิริยาดว้ยกรดอะซิติกเขม้ขน้ 
80% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 402 นาโนเมตร กาํหนดใหห้น่วย
กิจกรรม (Unit) คือ นาโนโมลของ pNA ต่อนาที แสดงค่ากิจกรรมจาํเพาะในหน่วยกิจกรรม (Unit) ต่อ
กรัมตวัอยา่ง 
3.1.5 วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ทาํการทดลองสองซํ้ าโดยทุกการทดลองวดัอยา่งนอ้ย 2-3 replication วางแผนการทดลองแบบ 
Split-split plot design in Randomized Completely Block Design (RCBD) โดยกาํหนดใหโ้ซเดียมคลอ-
ไรดเ์ป็นพลอ๊ตหลกั (Main plot) อุณหภูมิเป็นพลอ๊ตยอ่ย (Sub plot) และเวลาเป็นพล๊อตยอ่ยของพลอ๊ตยอ่ย 
(Sub-sub plot) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้
โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ SPSS for Windows (Version 14.0; SPSS Inc., Chicago, IL., U.S.A.) ท่ี
ระดบันยัสาํคญั p<0.05 
 
3.2   การระบุชนิดของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้จากกระบวนการหมักนํ้าปลา และการใช้ประโยชน์กล้าเช้ือใน
การหมักน้ําปลา 
3.2.1 การเตรียมไอโซเลทในอาหาร Fish broth  
คดัแยกไอโซเลทของแบคทีเรียกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria) จากกระบวนการหมกันํ้ าปลา
ในช่วง 1-12 เดือน โดยใช ้De Man, Rogosa, และ Sharpe (MRS) agar ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด์
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เขม้ขน้ 5 และ 15% และ MRS agar มีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด ์5 หรือ 15% และแคลเซียม-
คาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5% โดยใชเ้ทคนิค Spread plate บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ในสภาพ
ไร้ออกซิเจน โดยใช ้ Anaerobic chamber (SHEL LAB, Sheldon Manufacturing Inc., IA., U.S.A.) คดั
แยก 2 ไอโซเลท ท่ีทดสอบแลว้วา่มีศกัยภาพในการสร้างโปรติเนส ไดแ้ก่ ไอโซเลท MS33 และ MCD10-
5-10 
เล้ียงไอโซเลทในอาหาร Fish broth ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25% เตรียมอาหาร 
Fish broth ตามวิธีของ Yongsawatdigul et al. (2007) โดยใชป้ลากะตกั (Stolephorus spp.) 1 ส่วนผสมกบั
นํ้ ากลัน่ 2 ส่วน ตม้ใหเ้ดือด เป็นเวลา 20 นาที กรองส่วนผสมดว้ยผา้ขาวบาง นาํไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกส่วน
ใส ท่ี 8,000×g (Centrifuge 5415C, Eppendoft, Hamburg, Germany) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที นาํส่วนใสท่ีไดก้รองผ่านผา้ขาวบางอีกคร้ัง และปรับระดบัความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอ-
ไรดเ์ป็น 25% ปรับ pH เป็น 7.0 จากนั้นปรับปริมาตรใหค้รบตามท่ีกาํหนด นาํ Fish broth ท่ีไดไ้ปน่ึงฆ่า
เช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ถ่ายไอโซเลทบริสุทธ์ิจาํนวน 5 มิลลิลิตร จากอาหาร MRS 
broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% ซ่ึงมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 105-106 CFU/มิลลิลิตร ลงใน
อาหาร Fish broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25%  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในสดัส่วน 2% นาํไปบ่มท่ี 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน วดัการเจริญของแบคทีเรียโดยใช ้MRS agar ท่ีมี
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5 และ15% และแคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5% โดยใชเ้ทคนิค Spread plate 
บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน  
3.2.2 การระบุชนิด/สายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
         ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล ์ สมบติัทางชีวเคมีและการสร้างแก๊สจากการหมกันํ้ า-
ตาลของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้ตาม Holt et al. (1994)  
                     ก. การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานของเซลล์ 
               ศึกษาลกัษณะ รูปร่าง การเรียงตวั และการติดสียอ้มแกรมของเซลลแ์บคทีเรีย โดยเตรียม 
Smear ของแบคทีเรียท่ีมีอาย ุ48 ชัว่โมง ท่ีเจริญบน MRS agar ตรึงเซลลใ์หติ้ดแผน่แกว้สไลดด์ว้ยความ
ร้อน หยดสี Crystal violet (ภาคผนวก ก2) ใหท่้วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที ลา้งออกดว้ยนํ้ าเบาๆ หยด 
Gram’s iodine (ภาคผนวก ก4) เป็นเวลา 1 นาที ลา้งดว้ยแอลกอฮอล ์(95%) หรือ Acetone alcohol 
(ภาคผนวก ก1) จนไม่มีสีม่วงของ Crystal violet ออกมา แต่ไม่ควรเกิน 20 วินาที ลา้งดว้ยนํ้ าทนัที ยอ้ม
ทบัดว้ยสี Safranin (ภาคผนวก ก5) เป็นเวลา 1 นาที ลา้งออกดว้ยนํ้ า ท้ิงใหแ้หง้ ตรวจดูรูปร่าง โครงสร้าง 
การเรียงตวัของเซลล ์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope, Olympus, Olympus Optical 
Co., Ltd., Japan)  
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          ข. การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี 
ทดสอบสมบติัทางชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีคดัเลือก โดยเตรียมแบคทีเรียบริสุทธ์ิอายุ  48 
ชัว่โมง ท่ีเจริญบน MRS agar และทดสอบสมบติัทางชีวเคมีดงัน้ี 
(1) การสร้างเอนไซมอ์อกซิเดส (Oxidase) 
วางแผน่กระดาษกรอง Whatman No. 4 ลงในจานเล้ียงเช้ือเปล่าท่ีสะอาด หยด
สารละลาย Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) (ภาคผนวก ก6) ลงบนกระดาษกรอง 
ใชลู้ป (Loop) เข่ียแบคทีเรียบริสุทธ์ิป้ายลงบนกระดาษกรองท่ีเปียกสารละลายสาํหรับทดสอบ ตรวจดูการ
เปล่ียนสีของเช้ือท่ีป้ายบนกระดาษกรอง ซ่ึงถา้เป็นผลบวกของการสร้างเอนไซมอ์อกซิเดส เช้ือท่ีป้ายจะ
เปล่ียนเป็นสีนํ้ าเงินเขม้ภายใน 1 นาที 
(2) การสร้างเอนไซมค์ะตาเลส (Catalase) 
ใช้ลูปเข่ียแบคทีเรียบริสุทธ์ิป้ายบนแผ่นแกว้สไลด์ท่ีสะอาด หยดสารละลาย 
Hydrogen peroxide (3%)  (ภาคผนวก ก3) ลงบนเช้ือท่ีป้ายไว ้ตรวจดูการเกิดฟองแก๊ส ซ่ึงเป็นผลบวกของ
การสร้างเอนไซมค์ะตาเลส 
(3) การทดสอบการสร้างเอนไซมโ์ปรติเนส (Proteinase) อะไมเลส (Amylase) 
และไลเปส (Lipase)  
ทดสอบการสร้างเอนไซมโ์ปรติเนส อะไมเลส และไลเปส โดยใชอ้าหาร MRS 
agar ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5 หรือ 10 % ท่ีเติม Skim milk, Soluble starch และ Tween 
80 ตามลาํดบั ในระดบัความเขม้ขน้ 1% โดย Point inoculation เช้ือลงบนผิวหนา้อาหารท่ีบรรจุในจาน
เล้ียงเช้ือ  ทาํการทดลองสองซํ้ า  บ่มใหเ้ช้ือเจริญในสภาพท่ีไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็น
เวลา 3-5 วนั  ตรวจผลการสร้างโปรติเนสโดยตรวจดูบริเวณใสรอบโคโลนี (Clear zone) ตรวจผลการ
สร้างอะไมเลสโดยหยดสารละลายไอโอดีนบนโคโลนีท่ีเจริญบนผิวหนา้อาหาร ตรวจดูบริเวณใสรอบ
โคโลนี (ควรอ่านผลภายใน 2 นาที)  และตรวจผลการสร้างไลเปสจากการเกิดตะกอนขุ่นขาวของเกลือ
แคลเซียมของกรดไขมนัรอบโคโลนี 
                ค. การทดสอบการสร้างแก๊สจากการหมกันํา้ตาล 
เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิอาย ุ48 ชัว่โมง ท่ีเจริญบน MRS agar ลงในอาหาร MRS broth (ภาค- 
ผนวก  ข7) ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์5 และ 10% และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5% ท่ีบรรจุ
หลอดดกัแก๊ส บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน ตรวจ 
สอบการสร้างแก๊สท่ีเกิดข้ึนในหลอดดกัแก๊ส 
                       ง. การทดสอบปัจจัยทางเคมีและกายภาพท่ีมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 
  
 
 
 
 
 
 
24 
ปัจจยัทางเคมีและกายภาพท่ีมีผลต่อการเจริญของจุลินทรียท่ี์ทดสอบเพ่ือช่วยจดัจาํแนก
และระบุชนิดของแบคทีเรีย มีดงัน้ี 
(1) ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์
ศึกษาผลของความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่อการเจริญ โดยเตรียม
แบคทีเรีย อาย ุ3 วนั ท่ีเจริญใน MRS broth (ภาคผนวก ข7) ถ่ายเช้ือลงใน MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ท่ีมีโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0, 3, 6.5, 10, 15, 18, 20 และ 25% ใชป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2% ทาํการ
ทดลองสองซํ้ า  บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 1-7  
วนั ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียโดยตรวจนบัเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar ท่ีเติมเกลือโซเดียม-
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 5 และ 10%  และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5% บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ี 30 องศา-
เซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 
(2) อุณหภูมิ 
ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญ โดยใชอ้าหาร MRS broth (ภาคผนวก ข7) ท่ี
มีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์5 และ 10% ตามท่ีแต่ละไอโซเลทท่ีคดัเลือกเจริญไดดี้ ทาํการ
ทดลองเช่นเดียวกนักบัการศึกษาความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ีอุณหภูมิ 
10, 15, 25, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน ตรวจดูการเจริญ
ของแบคทีเรีย 
(3) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ศึกษาผลของ pH ต่อการเจริญ โดยใชอ้าหาร MRS broth (ภาคผนวก ข7) ท่ีมี
ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ 5 และ 10%  ตามท่ีแต่ละไอโซเลทท่ีคดัเลือกเจริญไดดี้ ปรับ pH 
เร่ิมตน้เท่ากบั 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 และ 9.0  ทาํการทดลองเช่นเดียวกนักบัการศึกษาความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์บ่มใหแ้บคทีเรียเจริญท่ีอุณหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ใน
สภาพไร้ออกซิเจน ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรีย 
    จ. การวิเคราะห์ Stereoisomer กรดแลก็ติก 
เล้ียงแบคทีเรียท่ีคดัเลือกในอาหาร MRS broth ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 
10% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน นาํเซลลไ์ป
ป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สารละลายส่วนใสท่ีไดน้าํไปกรองผา่นเยือ่
กรองขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 0.45 ไมโครเมตร และเจือจางเป็น 100 เท่า ดว้ยนํ้ าปราศจากอิออน 
(Deionized water) แยกกรดแลก็ติกในรูปดีและรูปแอลโดยใชเ้คร่ือง HPLC (Water2487, Waters Inc., 
Midford, MA., U.S.A.) ท่ีต่อกบัคอลมัน ์Chiral Astec CLC-L column (5 ไมโครเมตร, 4.6 มิลลิเมตร × 15 
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เซนติเมตร, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO., U.S.A.) ชะดว้ยสารละลาย Mobile phase (CuSO4 
เขม้ขน้ 0.005 โมลาร์) ดว้ย Isocratic ท่ีอตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวดัแบคทีเรียแลก็ติก 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยใช ้UV detector ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร (Manome et al., 1998) 
  ฉ. การวิเคราะห์สารพันธุกรรมของแบคทีเรีย 
วิเคราะห์สารพนัธุกรรมในส่วนของ 16S rRNA gene ตามขั้นตอนดงัน้ี 
(1) การสกดั Genomic DNA จากเซลลแ์บคทีเรีย 
    เล้ียงแบคทีเรียในอาหาร MRS broth ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 
10% ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เกบ็เก่ียวเซลลใ์นช่วงปลายของระยะ  Log phase 
นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (Multispeed refrigerated centrifuge 
PK121R, ALC, Princeton, NJ., U.S.A.)  และลา้งเซลล ์2 คร้ัง ดว้ยสารละลายบพัเฟอร์ Tris-ethylene-
diamine เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 8.0) และลา้งเซลลอี์กคร้ังดว้ยสารละลายไลซิสบพัเฟอร์ (Lysis 
buffer, pH 8.0) ซ่ึงประกอบดว้ยซูโครสเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ EDTA 
เขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 480 ไมโครลิตร จากนั้นเติมไลโซไซม ์(Lysozyme) เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 60 ไมโครลิตร นาํไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นเติมสารละลาย
โซเดียมโดดีซิลซลัเฟต (SDS) เขม้ขน้ 20% ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ บ่มท่ี 65 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และเติมสารละลาย RNase เขม้ขน้ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโคร-
ลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลงัจากนั้นเติมสารละลาย Phenol:Chloroform:Isoamyl 
alcohol (25:24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํสารผสมไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,500×g ท่ี 4 อง-
ศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (Multispeed refrigerated centrifuge PK121R, ALC, Princeton, NJ., U.S.A.)  
เก็บส่วนใส จากนั้นเติมสารละลายไอโซโพรพานอล (Isopropanol) ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ลงใน
สารละลายส่วนใส ตกตะกอน DNA ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นาํไปป่ันเหว่ียงท่ี 
12,500×g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (Multispeed refrigerated centrifuge PK121R, ALC, 
Princeton, NJ., U.S.A.) แลว้เติมเอทานอลเขม้ขน้ 70% ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 
12,500×g ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทเอทานอลท้ิง จากนั้นทาํแหง้ DNA ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลายบพัเฟอร์ Tris-ethylenediamine เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (pH 
8.0) และบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (Vassu et al., 2002) ตรวจหา Genomic DNA ท่ีสกดั
ไดด้ว้ย Agarose gel electrophoresis โดยใชอ้ะกาโรสเขม้ขน้ 0.9% (Low EEO Agarose, BIO 101, Inc., 
La Jolla, CA., U.S.A.)  ในสารละลาย Tris-Borate buffer (TBE) (ภาคผนวก ก7)  และใช ้1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM life technologies, Rockville, MD., U.S.A.) เป็นสารมาตรฐาน (DNA Molecular 
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weight markers)  แยกช้ินของ DNA ตามขนาดดว้ยค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลท ์  ตรวจหาตาํแหน่ง
ของแถบ DNA โดยยอ้ม Agarose gel ดว้ย Ethidium bromide  (1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เป็นเวลา 15 นาที 
และตรวจดูการเรืองแสงของแถบ DNA ดว้ย UV Transilluminator และเกบ็ DNA ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส 
(2) การเพ่ิมปริมาณ 16S rRNA gene  
เพ่ิมปริมาณ 16S rRNA gene ดว้ยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
ดว้ย Primers fD1 และ rP2 (ตารางท่ี 3.1) เพ่ือเพ่ิมจาํนวนของ DNA fragment ขนาดประมาณ 1,500 bp 
ของ 16S rRNA gene (Weisburg et al., 1991) โดยเตรียมส่วนผสม (PCR reaction mixture) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM KCl; InvitrogenTM 
Life Technologies, Foster, CA., U.S.A.) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แมก็นีเซ่ียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25 มิลลิ-   
โมลาร์ ปริมาตร 4 ไมโครลิตร Nucleoside triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Promega) ความ
เขม้ขน้ชนิดละ 2 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร Primer (fD1 และ rP2; Sigma Proligo, Helios, 
Singapore) ความเขม้ขน้ 10 พิโคโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (InvitrogenTM life 
technologies, Foster, CA., U.S.A.) เขม้ขน้ 5 หน่วย ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Genomic DNA เขม้ขน้ 
10-150 นาโนกรัม ปริมาตร 4 ไมโครลิตร และใชก้ระบวนการเพ่ิมปริมาณ DNA ในเคร่ืองควบคุมอุณห-
ภูมิ Thermal Cycler (Thermo electron corporation Px2 Thermal Cycler, U.S.A.) จาํนวน 35 รอบ โดยตั้ง
ค่าอุณหภูมิและเวลาตามลาํดบัดงัน้ี (1) Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที (2) 
รอบท่ี 1-35 โดยแต่ละรอบประกอบดว้ย Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 
Annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที และ Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และ (3) Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตรวจหาผลผลิต PCR 
ท่ีเพ่ิมจาํนวนไดด้ว้ย Agarose gel electrophoresis โดยใช ้Agarose (BIO 101, Inc., La Jolla, CA., U.S.A.) 
เขม้ขน้ 1 % ในสารละลาย TBE ใช ้ 1 Kb Plus DNA Ladder (Fermentas life sciences, EU) เป็น DNA 
Molecular weight markers แยกช้ินของ DNA และตรวจหาตาํแหน่งของ DNA ดว้ยวิธีการเช่นเดียวกบั
การตรวจหา Genomic DNA ดงัรายละเอียดขา้งตน้ 
(3)  การต่อช้ินของ DNA เขา้กบั Plasmid vector และการเพิ่มจาํนวน (Clone)    
Vectorใน E. coli DH5α  
                 ทาํบริสุทธ์ิ DNA โดยแยกช้ิน DNA ดว้ย Agarose gel electrophoresis ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของอะกาโรส 1% ตดัช้ินส่วนของ Agarose gel ท่ีมี DNA ภายใตแ้สง UV โดยใช ้Wizard Gel/ 
PCR Product Purified kit (Promega, Promega corporation, Madison, WI., U.S.A) จากนั้นทาํการ
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เช่ือมต่อ (ligation) ช้ินส่วนของ DNA เขา้กบั pGEM-T Easy Vector (Promega, Promega corporation, 
Madison, WI., U.S.A) ดว้ยสารละลายผสมท่ีประกอบดว้ย 2X Rapid ligation buffer (Promega) ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร pGEM-T Easy Vector (50 นาโนกรัม) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผลผลิต PCR 3 ไมโครลิตร 
และ T4 DNA ligase (3 Units) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร นาํสารละลายผสมบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
และเกบ็สารละลายผสม ท่ี -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอนาํเขา้ E. coli DH5α 
 
ตารางที่ 3.1 Universal primers สาํหรับเพ่ิมจาํนวน 16S rRNA gene ดว้ยเทคนิค Polymerase chain 
reaction 
Primer Primer sequence (5 to 3) Target 
region 
Reference 
16S rRNA gene Amplification   
     fD1 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 8-27 Weisburg et al. (1991) 
     rP2 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3 1490-
1511 
Weisburg et al. (1991) 
Nucleotide sequencing   
     T7 5-TAATACGACTCACTATAG GG -3 53-72 Hans et al. (2002) 
     SP6 5-TAATACGAC TCACTATAG GG -
3 
2896-
2916 
Hans et al. (2002) 
     Forward 5-TAACTACGTGCCAGCAGCC-3 515-533 Design from nucleotide 
sequencing results of this 
research project 
     Reverse 5-CGACAACCATGCACCACCTG-3 1008-
1027 
Design from nucleotide 
sequencing results of this 
research project 
                   
    (3.1)  การเตรียม Competent cell   
โดยดดัแปลงวธีิจาก Sambrook and Russell (2001) ซ่ึงมีวิธีการเตรียม
ดงัน้ี เล้ียง E. coli DH5α ใน Luria-Bertani broth (LB borth) (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200×g เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง ถ่ายเช้ือ 100 ไมโครลิตร ลงใน LB 
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broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 3 ชม. (ใหไ้ด้
ค่า O.D.600 = 0.4) ถ่ายเช้ือลงในหลอด Polypropylene tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีแช่เยน็ ป่ันเหว่ียงท่ี 
4,000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (RC 28S; Sorvall Co., Newtown, Conn., U.S.A.) เท
ส่วนใสท้ิง ลา้งเซลลส์องคร้ังดว้ยนํ้าปราศจากอิออน (Deionized water) ท่ีแช่เยน็ 30 มิลลิลิตร จากนั้นลา้ง
เซลลส์องคร้ังดว้ยสารละลายกลีเซอรอลเขม้ขน้ 10% ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ี 4,000×g อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (RC 28S; Sorvall Co., Newtown, Conn., U.S.A.) เติมอาหารเล้ียงเช้ือ 
GYT (ภาคผนวก ข1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยการกลบัหลอดข้ึน-ลง แบ่ง Competent cell 
100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด Centrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวทนัทีแลว้เกบ็ท่ี
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส  
      (3.2) การนาํ Vector เขา้ใน E. coli DH5α (Transformation) 
     นาํ Competent cell มาละลายในนํ้ าแขง็โดยใชเ้วลาประมาณ 3-5 นาที 
เติม Vector ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร บ่มในนํ้ าแขง็ประมาณ 15 นาที จากนั้นถ่าย Competent cell ลงใน 
Cuvett ขนาด 100 ไมโครลิตร จ่ายกระแสไฟฟ้าโดยใชเ้คร่ือง Electroporator (Electroporator 2510, 
Eppendorf AG, Hamburg, Germany) ท่ีตั้งค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 1,800 โวลท ์ถ่าย Competent cell ลงใน 
LB broth ปริมาตร 450 มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 45 นาที 
นาํไปป่ันเหว่ียงท่ี 3,000×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (RC 28S; Sorvall Co., Newtown, 
Conn., U.S.A.) เทส่วนใสท้ิงบางส่วนเพ่ือใหเ้หลือส่วนใสในหลอด Centrifuge ประมาณ 100 ไมโครลิตร 
จากนั้น Spread เช้ือลงบน LB  agar ท่ีเติม Ampicillin เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง หลงั 
จากนั้นเลือกเก็บโคโลนีท่ีมีสีขาวโดย Streak บน LB agar (ภาคผนวก ข3) ท่ีเติม Ampicillin ความเขม้ขน้ 
100 มิลิกรัม/มิลลิลิตร ทาํบริสุทธ์ิ Plasmid เพ่ือตรวจสอบผลการเช่ือมต่อ (Ligation) โดยใช ้Wizard DNA 
Purified kit (Promega) จากนั้นตดั DNA fragment ออกจาก Plasmid vector ดว้ยเอนไซม ์EcoRI ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ตรวจสอบ DNA fragment และ plasmid โดยใช ้Agarose gel electro-
phoresis เขม้ขน้ 2% โดยใช ้ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas life sciences, EU) เป็น DNA 
Molecular weight markers 
   (4) การหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S RNA gene 
  หาลาํดบันิวคลิโอไทดข์อง 16S rRNA gene ท่ีเช่ือมอยูก่บั pGEM-T Easy 
Vector โดยใช ้ Primer  T7/SP6 (ตารางท่ี 3.1), Terminator Ready Reaction kit version 2.0 (Perkin 
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Elmer, Applied Biosystems, Inc., Torrance, CA., U.S.A.) และ ABI3730xl DNA analyzer (Model 373, 
Foster, CA., U.S.A.) เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene 
ของแบคทีเรีย ท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูล Nueleotide sequence database ของ GenBank หรือ National Center 
for Biotechnological Information (NCBI) ประเทศสหรัฐอเมริกา (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 
/Blast.cgi) โดยใช ้Blast version 2.2.9 program และตรวจสอบเพ่ือใหไ้ด ้Alignment ของ DNA sequence 
ท่ีเหมาะสมดว้ย BioEdit Program (North Carolina State University, U.S.A.) และสร้าง Phylogenetic tree 
ดว้ยวิธี Maximum Parsimony โดยใช ้MEGA version 4.0 (Kumar et al., 2004) 
3.2.3  การวเิคราะห์สารระเหยในอาหาร Fish broth ด้วยวธีิ Purge and trap  
ถ่ายไอโซเลทท่ีแยกไดบ้นอาหาร MRS broth agar ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 
10% และแคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5% บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในสภาพไร้ 
ออกซิเจน จาํนวน 1 ลูป ลงในอาหาร Fish broth ท่ีมีส่วนผสมของโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25% ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน นาํไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000×g 
(LegendTM MACH 1.6/R, Thermo Electron LED GmbH, Lengensellbold, Germany) ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที สารละลายส่วนใสท่ีแยกไดน้าํไปวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารระเหยดว้ยวิธี Purge 
and trap  (Texmar velocity XPTTM, Teledyne Tekmar, Mason, OH., U.S.A.) ควบคู่กบัการแยกสารและ
ระบุชนิดของสารดว้ยเทคนิค Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)  ใชต้วัอยา่งในอาหาร 
Fish broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติม Cyclohexanol ซ่ึงเป็นสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) 
ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สภาวะท่ีใช ้Purge ตวัอยา่ง คือ อุณหภูมิ 60 องศา-
เซลเซียส ภายใตก้๊าซฮีเลียมเป็นเวลา 20 นาที ในอตัราการไหลของตวัอยา่ง  40 มิลลิลิตร/นาที สารระเหย
จะถูกดกัจบัดว้ยใชค้อลมัน์ Tenax TA  และทาํใหร้ะเหยออก (Desorbed) ท่ี 250 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 นาที แยกสารระเหยโดยใช ้Gas chromatography-mass spectrometry (Varian Inc., Walnut Creek, CA., 
U.S.A.) ต่อกบั Capillary column (DB-WAX, 60 เมตร×0.25 มิลลิเมตร×0.25 ไมโครเมตร Agilent 
Technologies, Redwood, CA., U.S.A.) ตั้งค่าการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิ (Oven temperature) จาก 25 จนถึง 
250 องศาเซลเซียส ในอตัราการไหล  15 องศาเซลเซียส/นาที ระบุสารระเหยโดยใช ้Quadrupole mass 
detector (Mass spectrometer 1200L quadrupole, Varian Inc., Walnut Creek, CA., U.S.A.) วิเคราะห์มวล
สารดว้ย Ionization energy ท่ี 70 eV คาํนวณปริมาณสารระเหยเชิงสมัพทัธ์จากพ้ืนท่ีใตก้ราฟของตวัอยา่ง
ต่อพ้ืนท่ีใตก้ราฟของสารมาตรฐานภายใน (Cyclohexanol) คาํนวณค่า Kovats Index และเปรียบเทียบ 
Mass spectra กบัฐานขอ้มลูของ National Institute of Standards:NIST data (Shimoda et al., 1996) 
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3.2.4 การใชแ้บคทีเรียกรดแลก็ติกในการหมกันํ้ าปลา 
  ก. การเตรียมกล้าเชือ้แบคทีเรีย 
เตรียมเช้ือแบคทีเรียสาํหรับหมกันํ้าปลาโดยถ่ายไอโซเลท MS33 และ MCD10-5-10 
ประมาณ 1 ลปู ลงในอาหาร Fish broth (pH 7.0) ท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์25% ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจนเป็น
เวลา 7 วนั จาํนวนแบคทีเรียก่อนนาํไปใชมี้ค่าเท่ากบั 105 - 106 CFU/มิลลิลิตร  
ข.การเตรียมวัตถุดิบและการหมักนํ้าปลาด้วยเอนไซม์ทางการค้าร่วมกับกล้าเชื้อ
แบคทีเรียกรดแลก็ติก 
ชัง่ตวัอยา่งปลากะตกัสด 1 กิโลกรัม ใส่โหลแกว้ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 8.7 เซนติเมตร
และสูง 17 เซนติเมตร ใหค้วามร้อนตวัอยา่งจนอุณหภูมิจุดศูนยก์ลางของขวดแกว้อยูท่ี่ 65 องศาเซลเซียส 
เติมเอนไซมอ์ลัคาเลส (Alcalase 2.4L)  ในระดบั 0.25% บ่มต่อเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นลดอุณหภูมิของ
ตวัอยา่งลงท่ี 50 องศาเซลเซียส  แลว้เติมเอนไซมเ์ฟโวไซม ์(Flavouzyme 500L) ในระดบั 0.5% บ่มท่ี 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นเติมเกลือสมุทร 25% ปล่อยใหอุ้ณหภูมิของตวัอยา่งลดลงจนถึง 
35 องศาเซลเซียส เติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก (ท่ีเตรียมตามวิธีขา้งตน้) ในปริมาณ 10% ของ
ตวัอยา่ง เตรียมตวัอยา่งควบคุมเหมือนขา้งตน้  ยกเวน้เติม Fish broth ในระดบั 10% แทนการเติมกลา้เช้ือ
เร่ิมตน้  เตรียมตวัอยา่ง 2 ซํ้ า  บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส สุ่มตวัอยา่ง 10 กรัมต่อคร้ัง ในวนัท่ี 0, 14, 30, 60, 
90, 120, 150 และ 180  เพ่ือนบัจาํนวนจุลินทรีย ์ตรวจวิเคราะห์ค่า pH โดยใชเ้คร่ือง pH meter (Mettler-
Toledo MP220, Schwerzenbach, Switzerland) ตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มแอลฟากรดอะมิโน (α-Amino 
group)  ตามวิธีของ Adler-Nissen (1979)  ตรวจนบัจาํนวนจุลินทรียด์ว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด ท่ีเติม
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 18% คือ Plate count agar (PCA) JCM 168 และ MRS agar ท่ีเติมแคลเซียม-
คาร์บอเนตเขม้ขน้ 0.5%  อาหารเล้ียงเช้ือ PCA และ JCM 168 บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส ในสภาวะมี
ออกซิเจน เป็นเวลา 7-10 วนั อาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน 
เป็นเวลา 7-10 วนัหลงับ่มตวัอยา่งจนครบ 6 เดือน กรองตวัอยา่งนํ้ าปลาเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มแอลฟา-
อะมิโนตามวิธีของ Adler-Nissen (1979) โดยใชลู้ซีนเป็นสารมาตรฐาน ดงัระบุในหวัขอ้ 3.1.3 วิเคราะห์
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และปริมาณแอมโมนิคอลไนโตรเจนตามวิธี AOAC (2000) วิเคราะห์ปริมาณ
เกลือดว้ยหลกัการ Volhard ตามวิธี AOAC (2000)  วิเคราะห์ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนโดยเคร่ือง HPLC 
(Eerola et al., 1993) วดัสีโดยเจือจางตวัอยา่งดว้ยนํ้ากลัน่ในอตัราส่วน 1:3 แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
440 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer (GBC UV/VIS 916; GBC Scientific Equipment PTY, 
Ltd., Australia)  และวิเคราะห์สารใหก้ล่ินรสในเดือนท่ี 6 ตามวิธีในขอ้ 3.2.3 
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ค.การวิเคราะห์ Amino acid profile 
  เตรียมตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนทั้งหมด (Total amino 
acids) ตามวิธีของ Tungkawachara et al. (2003) โดยยอ่ยตวัอยา่งนํ้าปลาท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ากลัน่ปราศจาก   
อิออน (Deionized distilled water) ในอตัราส่วน 1:10 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลายกรดไฮโดร-
คลอริคเขม้ขน้ 12 นอร์มอล ท่ีประกอบดว้ยสารละลายฟีนอลเขม้ขน้ 1%  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในหมอ้น่ึง 
(Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ทาํให้เขม้ขน้ดว้ย Vacuum rotary 
evaporator ท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 50 องศาเซลเซียส นาํตะกอนท่ีไดจ้ากการระเหยแหง้มาละลายดว้ยนํ้ ากลัน่
ปราศจากอิออน ปริมาตร 20 มิลลิลิตร กรองสารละลายผา่นดว้ยแผน่กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร โดย 
คาํนวณปริมาณของกรดอะมิโนดว้ยเคร่ือง Amino acid analyzer (Biochrom 30, Pharmacia-Biotech, 
Buckinghamshire, UK) โดยใชส้ารละลายบพัเฟอร์โซเดียมซิเตรท (Sodium citrate) ท่ี pH 3.2-4.9 เป็น 
Mobile phase 
เตรียมตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนอิสระ (Free amino acid) 
ตามวิธีของ Tungkawachara et al. (2003) โดยตกตะกอนโปรตีนของตวัอยา่งนํ้ าปลาปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
ดว้ย 5'-sulfosalicylic acid (SSA) จาํนวน 100 มิลลิกรัม เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาํไปป่ัน
เหว่ียงดว้ยเคร่ือง Centrifuged ท่ี 1,500×g เป็นเวลา 10 นาที นาํสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์หาชนิดและ
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ  แสดงปริมาณกรดอะมิโนในหน่วยของมิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร  
ง. การวิเคราะห์ปริมาณไบโอจีนิกเอมีน 
เตรียมอนุพันธ์ของตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน โดยนําตัวอย่างนํ้ าปลาหรือ
สารละลายมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานภายใน (Internal standard) ไดอะมิ-
โนเฮปเทน (Diaminoheptane) เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มาเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เขม้ขน้ 2 นอร์มอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร สารละลายอ่ิมตวัโซเดียมไบคาร์บอเนตปริมาตร 300 
ไมโครลิตร และแดนซิลคลอไรด ์(Dansyl chloride) เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
บ่มสารผสมท่ี 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที เพื่อใหเ้กิดปฏิกิริยา Dansylation อย่างสมบูรณ์  
จากนั้นเติมแอมโมเนียเขม้ขน้ 30% ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพื่อการกาํจดัแดนซิลคลอไรดท่ี์คงเหลือจาก
ปฏิกิริยา ปรับปริมาตรสารละลายผสมใหค้รบ 5 มิลลิลิตร ดว้ยอะซิโตไนไตรล ์นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2500×g 
เป็นเวลา 5 นาที (LegendTM MACH 1.6/R, Thermo Electron LED GmbH, Lengensellbold, Germany) 
กรองสารละลายส่วนใสดว้ยแผน่กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปริมาตรตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวิเคราะห์คือ 
10 ไมโครลิตร 
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วิเคราะห์ปริมาณไบโอเจนิกเอมีนดว้ยเคร่ือง HPLC (HP 1100, Agilent Technologies, 
CA., USA) โดยใชค้อลมัน ์Hypersil BDS C18  (3 ไมโครเมตร, 100×4 มิลลิเมตร, Agilent Technologies, 
CA., USA ) ตรวจวดัอนุพนัธ์โดย  Diode array detector  ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร โดยใชค้วาม
ยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร เป็นความยาวคล่ืนอา้งอิง สารชะประกอบดว้ยส่วนผสมของ Mobile phase A 
และ B โดย Mobile phase A ประกอบดว้ย อะซิโตไนไตรล ์ และกรดอะซิติกเขม้ขน้ 0.02 โมลาร์ ใน
อตัราส่วน 1:9  ส่วน Mobile phase B ประกอบดว้ย  กรดอะซิติกเขม้ขน้ 0.02  โมลาร์:อะซิโตไนไตรล:์เม-
ทานอล ในอตัราส่วน 1:4.5:4.5 ใชก้ารชะแบบ Gradient ดว้ยอตัราส่วนของ Mobile phase A และ B ดงั
รายละเอียดขา้งล่างน้ี ดว้ยอตัราการไหลท่ี 1 มิลลิลิตร/นาที โดยควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์ท่ี 28 องศาเซล-
เซียส 
เวลา (นาที) Mobile phase A   :        Mobile phase B 
0   50%   : 50% 
5   50%   : 50% 
10   40%   : 60% 
15   30%   : 70%  
20   20%   : 80%  
25   10%         :  90%  
 
  จ.การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
ผูท้ดสอบทาํการประเมินความชอบ (Hedonic test) ของคุณลกัษณะทางดา้นสี (Color) 
กล่ิน (Odor) กล่ินรส (Flavor) และความชอบโดยรวม (Overall acceptance) ของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีหมกั
ดว้ยกลา้เช้ือแบคทีเรีย เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมและตวัอยา่งนํ้าปลาทางการคา้ (หมกั 12 เดือน) รวม
จาํนวนตวัอยา่งทั้งส้ิน 4 ตวัอยา่ง โดยใชผู้ท้ดสอบจากสถานประกอบการจาํนวน 10 คน เสิร์ฟตวัอยา่ง
แบบสุ่มใหก้บัผูท้ดสอบ เพ่ือประเมินคุณภาพทางประสาทสมัผสัโดยใหเ้ป็นช่วงคะแนน 1-7 คะแนน 
3.2.5 วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ทาํการทดลองสองซํ้ าโดยทุกการทดลองวดัอยา่งนอ้ย 2-3 replication ผลของการใชก้ลา้เช้ือ T. 
halophilus MCD 10-5-10 และ T. halophilus MS33 ร่วมกบัเอนไซมต่์อปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน และ
ลกัษณะทางเคมีของตวัอยา่งนํ้าปลาใชก้ารทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 
วิเคราะห์ความแตกต่างของคา่เฉล่ียโดยใช ้ Duncan Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรม
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วิเคราะห์ทางสถิติ SPSS for Windows (Version 14.0; SPSS Inc., Chicago, IL., U.S.A.) ท่ีระดบันยัสาํคญั 
p<0.05 
 
3.3  การใช้กล้าเช้ือจากแบคทเีรียทีค่ดัแยกได้จากน้ําปลา และการย่อยสลายตัวเองในกระบวนการหมัก   
 น้ําปลา 
จากการทดลองเพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการย่อยสลายตวัเองของปลากะตกั พบว่า 
สภาวะท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์15 % บ่มท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (ผลงานวิจยัหวัขอ้ 3.1) 
เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสามารถประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม จึงศึกษาผลของ
การลดอุณหภูมิการบ่ม ดงัน้ี  
นาํปลากะตกัสด 600 กรัม เติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10 และ 15 %  บ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิ  40 
และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ติดตามปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปกลุ่มแอลฟาอะมิโน  (α-
Amino group) ตามวิธีของ Adler-Nissen (1979) โดยใชลู้ซีนเป็นสารมาตรฐาน ดงัระบุในหวัขอ้ 3.1.3 
และวิเคราะห์ระดบัการย่อยสลายตวัเองของปลากะตกั โดยนาํตวัอยา่ง 3 กรัม ป่ันผสมกบั Trichloro-
acetic acid (TCA) ท่ีแช่เยน็เขม้ขน้ 5% (w/v) ปริมาตร 27 มิลลิลิตร  จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000×g ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Universal 16R, Andreas Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen, 
Germany)  นาํสารละลายส่วนใส (Supernatant) ไปวิเคราะห์ปริมาณโอลิโกเพปไทด์ท่ีเกิดจากการยอ่ย
สลายตวัเองดว้ยวิธี Lowry (Lowy et al., 1951) โดยใชไ้ทโรซีนเป็นสารละลายมาตรฐาน  แสดงค่าการ
ยอ่ยสลายตวัเองในหน่วยนาโนโมลของไทโรซีนต่อกรัมตวัอยา่ง 
3.3.1  ผลการเติมกลา้เช้ือในกระบวนการหมกันํ้าปลา 
 กลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีใชใ้นการทดสอบคือ T. halophilus MCD 10-5-10 และ T. 
halophilus MS33 วตัถุดิบท่ีใชใ้นกระบวนการหมกัคือ ปลากะตกัสด และปลากะตกัท่ีผ่านการบ่มท่ี 40 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง การทดลองน้ีเตรียมตวัอยา่งโดยใชส้ภาวะการเหน่ียวนาํการยอ่ยสลาย 
ตวัเองแทนการใชเ้อนไซมท์างการคา้ 
กระตุน้การเจริญของกลา้เช้ือ T. halophilus  MCD 10-5-10 และ T. halophilus MS33 ในอาหาร 
MRS ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5%  เตรียมอาหารนํ้ าคาวปลา โดยเจือจางนํ้ าคาวปลาดว้ยนํ้ ากลัน่
ใหมี้ปริมาณเกลือ 15% ปรับ pH ใหไ้ด ้7 จาํนวนแบคทีเรียก่อนนาํไปใชมี้ค่าเท่ากบั 105-106 CFU/มิลลิ-
ลิตร เติมกลา้เช้ือในระดบั 1% บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่มีออกซิเจนเป็นเวลา 3 วนั 
จากนั้นถ่ายกลา้เช้ือ (10%) ลงในปลากะตกัสด และปลากะตกัท่ีผา่นการบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4 ชัว่โมง ปริมาณ 1 กิโลกรัม คลุกเคลา้ดว้ยเกลือสมุทร 250 กรัม เตรียมชุดควบคุมคือปลากะตกัสดหมกั
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ดว้ยเกลือ 25% โดยไม่เติมกลา้เช้ือ  ติดตามการเจริญของ T. halophilus MCD 10-5-10 และ T. halophilus 
MS33 ทุก 1 เดือน โดยเทคนิค Spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ชนิด ท่ีเติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15% 
คือ Plate count agar (PCA) และ MRS agar ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตเขม้ขน้  0.5%  อาหารเล้ียงเช้ือ 
PCA บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส ในสภาวะมีออกซิเจน เป็นเวลา 7-10 วนั และอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar บ่ม
ท่ี 30 องศาเซลเซียส ในสภาพไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 7-10 วนั  วิเคราะห์ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปของ
ไทโรซีน (Tyrosine) ตามวิธี Lowry (Lowy et al., 1951) และปริมาณแอลฟาอะมิโน (-Amino group) 
ตามวิธีของ Adler-Nissen (1979) ดงัระบุในหวัขอ้ 3.1.3 ทุกเดือน เม่ือหมกัเป็นเวลา 7 เดือน นาํตวัอยา่ง
นํ้ าปลาท่ีกรองแลว้มาทาํวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนรวมทั้งหมด (TN) ดว้ยวิธี AOAC (2000)  ปริมาณ
เกลือดว้ยหลกัการ Volhard ตามวิธี AOAC (2000) วดัค่าสีโดยตวัอยา่งนํ้าปลาเจือจางดว้ยนํ้ าปราศจากอิ-
ออนในอตัราส่วน 1:3 (w/w) วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer (GBC UV/VIS 916; 
GBC Scientific Equipment PTY, Ltd., Australia) ท่ีความยาวคล่ืน 440 นาโนเมตร วดัค่า pH โดยใช้
เคร่ือง pH meter (Mettler-Toledo MP220, Schwerzenbach, Switzerland) และวิเคราะห์ปริมาณไบโอจีนิก
เอมีนโดยเคร่ือง HPLC (Eerola et al., 1993) ดงัระบุในหวัขอ้ 3.2.4 (ค) 
3.3.2 วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ทาํการทดลองสองซํ้ าโดยทุกการทดลองวดัอย่างนอ้ย 2-3 replication ศึกษาผลของกลา้เช้ือ (T. 
halophilus MCD 10-5-10 และ T. halophilus MS33) และสภาวะเหน่ียวนาํการยอ่ยสลาย (บ่มและไม่บ่ม) 
ต่อปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน และลักษณะทางเคมีของตัวอย่างนํ้ าปลา โดยใช้การทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช ้Duncan Multiple 
Range Test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ SPSS for Windows (Version 14.0; SPSS Inc., 
Chicago, IL., U.S.A.) ท่ีระดบันยัสาํคญั p<0.05 
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บทที ่4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
 
4.1 ผลการศึกษาการย่อยสลายตวัเองของปลากะตัก 
4.1.1  การเปล่ียนแปลงปริมาณโอลิโกเพปไทด ์
รายงานวิจยัของ Siringan et al. (2006b) พบกิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin-like, Chymotrypsin-
like และ Cathepsin L-like จากปลากะตกั ตลอดระยะเวลาการหมกั 1 ปี แสดงใหเ้ห็นวา่เอนไซมมี์เสถียร-
ภาพท่ีความเขม้ขน้โซเดียมคลอไรดสู์ง และตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม ์Leucine-aminopeptidase ได้
ในเดือนท่ี 1 อยา่งไรกต็าม สภาวะการหมกันํ้ าปลา (35-40 องศาเซลเซียส, pH 5.2–5.8 และโซเดียมคลอ-
ไรด์เขม้ขน้ 25-30%) นั้นไม่เหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมด์งักล่าว จึงอาจเป็นเหตุผลหน่ึงทาํให้
กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนปลาในระหว่างการหมกัเกิดข้ึนตํ่า  ดงันั้นแนวทางหน่ึงในการเร่งกระบวน
หมกันํ้ าปลาคือเพิ่มการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกั ซ่ึงเป็นแนวทางท่ีใชป้ระโยชน์จากส่ิงท่ีมีอยู่แลว้
ตามธรรมชาติใหเ้ตม็ประสิทธิภาพ 
ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปของกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ซ่ึงแสดงถึงการยอ่ย
สลายของโปรตีนมีค่าเพ่ิมข้ึนในระหวา่งกระบวนการบ่มในทุกตวัอยา่ง ปริมาณโอลิโกเพปไทดล์ดลงเม่ือ
ความเขม้ขน้ของเกลือเพ่ิมข้ึน  (รูปท่ี 4.1a-c) การบ่มปลากะตกัท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ใน
สภาวะไม่มีเกลือมีผลใหค่้ากลุ่มแอลฟาอะมิโนสูงสุด (0.97 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง, รูปท่ี 4.1a, p<0.05) 
รองลงมาคือท่ีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ซ่ึงมีค่า 0.76, 0.64 และ 0.60  มิลลิโมล/กรัม
ตวัอยา่ง ตามลาํดบั  การเพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือมีแนวโนม้ลดการทาํงานของเอนไซมใ์นตวัปลา ส่งผล
ใหก้ารยอ่ยสลายโปรตีนลดลง อยา่งไรกต็าม เม่ือบ่มในระยะเวลาท่ีนานข้ึนถึง 120 ชัว่โมง พบวา่ตวัอยา่ง
ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 10% มีค่าการย่อยสลายสูงสุด (6.01 มิลลิโมล/กรัมตวัอย่าง) รองลงมาคือ
ตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15% (3.27 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง) ส่วนตวัอยา่งท่ีไม่มีและมีโซเดียม-
คลอไรด์เข้มขน้ 5% เกิดการเน่าเสีย เน่ืองจากเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย  ์ซ่ึง
ตามปกติจะเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 35-40 องศาเซลเซียส โดยจาํนวนจุลินทรียท่ี์มีชีวิตทั้งหมดในตวัอยา่งท่ี
ไม่ไดเ้ติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์มีจาํนวนสูงเกิน 106 CFU/มิลลิลิตร เม่ือบ่มเกิน 4 ชัว่โมง   
การบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ตวัอยา่งท่ีไม่มีเกลือมีค่าแอลฟาอะมิโน 
สูงสุด (2.28 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง) รองลงมาคือตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ซ่ึงมี 
1.83, 1.62 และ 1.12 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง ตามลาํดบั (รูปท่ี 4.1 b, p<0.05) ซ่ึงเป็นผลเช่นเดียวกบัการบ่ม
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ท่ี 35 องศาเซลเซียส  อยา่งไรกต็าม เม่ือบ่มเป็นเวลา 120 ชัว่โมง ตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5% 
ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่าการยอ่ยสลายสูงสุด (9.18 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง) รองลงมาคือตวัอยา่ง
ท่ีเติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% (7.10 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง) และ 15% (6.45 มิลลิโมล/กรัมตวัอยา่ง) 
ตามลาํดบั ส่วนตวัอยา่งท่ีไม่มีเกลือเกิดการเน่าเสียหลงัจากการบ่มเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ตวัอยา่งท่ีไม่มีเกลือเกิดการยอ่ยสลายสูงสุด รองลงมาคือท่ีโซเดียม-
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ตามลาํดบั (รูปท่ี 4.1 c) ไม่พบตวัอยา่งเน่าเสียท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซล-
เซียส ท่ีทุกสภาวะเกลือและสภาวะท่ีไม่มีการเติมเกลือ เน่ืองจากเป็นช่วงท่ีอุณหภูมิสูงเกินกว่าท่ีเช้ือจะ
สามารถเจริญได ้
เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบในแต่ละอุณหภูมิการบ่มท่ีระยะเวลา 4 ชัว่โมงแรก พบว่าท่ี 65 องศา-
เซลเซียส ในสภาวะท่ีไม่มีเกลือสามารถเหน่ียวนาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายสูงสุด ลาํดบัถดัมาคือ การบ่มท่ี 50 
และ 35 องศาเซลเซียส ตามลาํดบั  ส่วนท่ีระยะเวลาบ่ม 120 ชัว่โมง พบวา่ท่ี 50 องศาเซลเซียส ในสภาวะ
ท่ีเติมโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5% สามารถเหน่ียวนาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายสูงสุด รองลงมาคือการบ่มท่ี 65 
องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีไม่มีเกลือ และท่ี 35 องศาเซลเซียส ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% (รูปท่ี 4.1 
a-c, p<0.05) Ishida et al. (1994) รายงานวา่ Serine proteinase จากเน้ือปลากะตกัดองเกลือมีกิจกรรม
สูงสุดท่ี 55 องศาเซลเซียส Siringan et al. (2006b) รายงานวา่กิจกรรมการยอ่ยสลายสูงสุดของปลากะตกั  
(Stolephorus indicus) คือท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงัพบว่าโปรติเนสท่ีพบในปลาทราย-
แดง (Kinoshita et al., 1990) ปลาแอนโชว่ี (Engraulis. japonica) (Heu et al., 1995) และ Atlantic 
menhaden (Boy and Lanier, 1988) มีกิจกรรมสูงท่ีอุณหภูมิประมาณ 45-65 องศาเซลเซียส จากผลการ
ทดลองน้ี บ่งช้ีว่าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5% สามารถเหน่ียวนาํ
ใหเ้กิดการยอ่ยสลายตวัเองสูงสุด  เม่ือบ่มเป็นเวลา  120  ชัว่โมง 
3.1.2 การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของโปรติเนส 
เม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซม์ Trypsin-like ซ่ึงเป็นโปรติเนสเด่นท่ีพบภายในปลากะตกั 
พบว่าเม่ือบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (รูปท่ี 4.2 a) ตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 
15% แสดงค่ากิจกรรมสูงสุด (4967.5 หน่วย/กรัมตวัอยา่ง) และตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5 % 
แสดงกิจกรรมตํ่าสุด (3590.5 หน่วย/กรัมตวัอยา่ง) อยา่งไรกต็าม เม่ือพิจารณาเสถียรภาพของเอนไซมใ์น
ระยะยาว พบวา่ตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15% มีเสถียรภาพสูงสุด (3815.0 หน่วย/กรัมตวัอยา่ง) 
ในขณะท่ีตวัอย่างท่ีไม่มีและมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 5% เกิดการเน่าเสีย เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (รูปท่ี 4.2b) กิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin-like ในตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอ-
ไรดเ์ขม้ขน้ 15 % แสดงค่ากิจกรรมสูงสุด (7097.9  หน่วย/กรัมตวัอยา่ง) ส่วนตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์
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รูปที ่4.1  ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปของปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ในตวัอยา่ง
ปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 (a), 50 (b) และ 
65 องศาเซลเซียส (c) เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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เขม้ขน้ 5 % แสดงค่ากิจกรรมตํ่าสุด (5196.8 หน่วย/กรัมตวัอย่าง) อย่างไรก็ตาม เม่ือบ่มเป็นเวลา 120 
ชัว่โมง ตวัอย่างท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 5% แสดงค่ากิจกรรมสูงสุด (4954.2 หน่วย/กรัมตวัอย่าง)  
แสดงว่าท่ีความเขม้ขน้ของเกลือสูงมีผลต่อเสถียรภาพของเอนไซมเ์ม่ือบ่มเป็นระยะเวลานาน ท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.2c) กิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin-like ลดลงอยา่งรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ 65 องศา-
เซลเซียส โดยเฉพาะในตวัอยา่งท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดสู์ง โดยตรวจพบกิจกรรมเพียงเล็กนอ้ยท่ีเกลือ 
10-15% เม่ือบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบในแต่ละอุณหภูมิการบ่ม (รูปท่ี 4.2 a-c) พบวา่ท่ีระยะเวลาการบ่มสั้น  (4 
ชั่วโมง) กิจกรรมของเอนไซม์ Trypsin-like มีค่าสูงท่ีอุณหภูมิสูง ท่ีทุกความเข้มขน้ของเกลือแสดง
กิจกรรมตํ่าสุด ส่วนการบ่มระยะยาว (120 ชัว่โมง) เอนไซมแ์สดงกิจกรรมสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 50 องศา-
เซลเซียส ตวัอยา่งท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 5-10% แสดงค่ากิจกรรมสูงสุด การบ่มท่ีอุณหภูมิสูง (65 
องศาเซลเซียส) มีผลเร่งการย่อยสลายตวัเอง (รูปท่ี 4.2b-c) เน่ืองจากเป็นการกระตุน้กิจกรรมของโปร-
ติเนสในตวัปลา แต่มีผลลดเสถียรภาพของเอนไซมโ์ดยเฉพาะเอนไซมใ์นกลุ่ม Trypsin-like ซ่ึงอาจไม่
เป็นผลดีในกระบวนการหมกัในระยะยาว เน่ืองจากกิจกรรมของเอนไซมจ์ากปลากะตกัก็อาจมีบทบาท
สาํคญัในระหว่างกระบวนการหมกั การลดลงของกิจกรรมโปรติเนสอาจส่งผลใหก้ารยอ่ยสลายโปรตีน
ในระหว่างกระบวนการหมกัเกิดชา้กว่าตวัอย่างท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิตํ่า เสถียรภาพต่ออุณหภูมิของเอนไซม ์
Trypsin-like ของปลากะตกัลดลงท่ี 55-60 องศาเซลเซียส เม่ือบ่มเป็นเวลา 2 ชัว่โมง อย่างไรก็ตาม
กิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin-like จะถูกกระตุน้ท่ี 50-60 องศาเซลเซียส และ pH 8.5 (Siringan et al., 
2007) ในขณะท่ี Heu et al. (1995) รายงานวา่เอนไซม ์Trypsin ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากเคร่ืองในปลาแอนโชวี่บ่ม
ท่ี 45 และ 55 องศาเซลเซียส มีเสถียรภาพลดลง 20% และ 60%  ตามลาํดบั และสูญเสียกิจกรรมท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส Choi et al. (2004) รายงานว่ากิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin ของเน้ือปลากะตกัมี
กิจกรรมสูงสุดท่ี 45 องศาเซลเซียส และ pH 8.0  Siringan et al. (2006b) รายงานวา่กิจกรรมของเอนไซม ์
Trypsin-like มีความคงทนท่ีสภาวะเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้สูง (25-30%) จนกระทัง่การหมกั 
12 เดือน ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และกิจกรรมของเอนไซม ์Trypsin-like จะลดลงในเดือนแรกของ
กระบวนการหมกั (Orejana and Liston, 1982)  Ishida et al. (1995) รายงานวา่โปรติเนสในกลุ่ม Neutral 
serine ท่ีพบในเน้ือปลาแอนโชว่ี (Engraulis japonica) แสดงกิจกรรมสูงสุดท่ี pH 7.5 ซ่ึงกิจกรรมของ
เอนไซมน้ี์จะลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดม์ากกว่า 10% นอกจากน้ีกิจกรรมของเอนไซม ์
Trypsin ท่ีทาํบริสุทธ์ิจากเน้ือปลากะตกัจะมีค่าลดลงเม่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์(Choi et 
al., 2004) ผลการวิจยัน้ีบ่งช้ีวา่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม ์Trypsin-like ใน
ปลากะตกับ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15% และระยะเวลาการบ่มท่ี 4 ชัว่โมง 
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 รูปที ่4.2  กิจกรรมของเอนไซมใ์นกลุ่ม Trypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10  
และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 (a), 50 (b) และ 65 องศาเซลเซียส (c) เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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กิจกรรมของเอนไซม ์Chymotrypsin-like มีค่านอ้ยกว่า Trypsin-like ประมาณ 100 เท่า (รูปท่ี 4.3 
a-c) ทั้งเอนไซม ์Chymotrypsin-like, Cathepsin L-like และ Leucine aminopeptidase มีค่ากิจกรรมลดลง
เม่ือระยะเวลาบ่มนานข้ึนเช่นเดียวกบัเอนไซม ์Trypsin-like (รูปท่ี 4.3, 4.4, 4.5) ในระยะตน้ของการบ่มท่ี 
35 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซม ์ Chymotrypsin-like เพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียม-
คลอไรด์เพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกบัเอนไซม ์Trypsin-like (รูปท่ี 4.3 a-c, p<0.05) แต่เม่ือบ่มเป็นเวลานาน (120 
ชั่วโมง) เกลือไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ Chymotrypsin-like การบ่มท่ีอุณหภูมิสูง (50 และ 65   
องศาเซลเซียส) ส่งผลใหกิ้จกรรมลดลงอยา่งรวดเร็ว ท่ีทุกความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ถึงแม้
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส มีผลช่วยเพิ่มการยอ่ยสลายโปรตีนในปลากะตกั แต่มีผลลดเสถียรภาพของ
เอนไซม ์Chymotrypsin-like เช่นเดียวกบัเอนไซม ์Trypsin-like ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Heu et al. (1995) ซ่ึง
รายงานวา่กิจกรรมของ Chymotrypsin-like จากเคร่ืองในปลาแอนโชวี่บ่มท่ี 55 องศาเซลเซียส มีเสถียร-
ภาพลดลง 80% และถูกยบัย ั้งท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แต่ท่ี 45 องศาเซลเซียส เม่ือบ่มเป็นเวลา 30 
นาที ไม่มีผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม ์Chymotrypsin-like  นอกจากน้ี Siringan et al. (2006b) รายงาน
วา่กิจกรรมของเอนไซม ์Chymotrypsin-like ของปลากะตกัมีความคงทนท่ีสภาวะเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์
ความเขม้ขน้สูง (25-30%) จนกระทัง่การหมกั 12 เดือน  จากผลการศึกษาพบว่ากิจกรรมของโปรติเนส 
จาก Crude extract มีความไวต่อความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดม์ากกว่ากิจกรรมการยอ่ยสลายตวัเอง 
เอนไซมย์อ่ยสลายกลา้มเน้ือโปรตีนและเซลลจ์ากผิวชั้นใน (Cell matrix) ซ่ึงปัจจยัแวดลอ้มภายนอกมีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างของเอนไซมน์อ้ยกว่าในสภาวะท่ีเป็นเอนไซมอิ์สระ ผลการวิจยัน้ีบ่งช้ี
ว่าสภาวะท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของ Chymotrypsin-like ในปลากะตกับ่มท่ี 50 องศา-
เซลเซียส ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15% และระยะเวลาการบ่มท่ี 4 ชัว่โมง 
กิจกรรมของเอนไซม ์Cathepsin L-like มีค่านอ้ยกว่าเอนไซมใ์นกลุ่ม Trypsin-like ประมาณ 200 
เท่า และน้อยกว่าเอนไซม์ Chymotrypsin-like ประมาณ 2 เท่า (รูปท่ี 4.4 a-c) ท่ี 35 และ 50 องศา-
เซลเซียส เกลือไม่ผลต่อกิจกรรมของเอนไซม ์Cathepsin L-like เม่ือระยะเวลาการบ่มสั้น (4 ชัว่โมง)
อย่างไรก็ตาม เม่ือบ่มเป็นระยะเวลานาน (120 ชัว่โมง) พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเม่ือเพ่ิมความ
เขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Choi et al. (2004) พบว่ากิจกรรมของเอนไซม ์
Cathepsin L-like ของเคร่ืองในและเน้ือปลากะตกัลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดเ์พ่ิมข้ึน ซ่ึงมี
กิจกรรมสูงสุดท่ี 50  องศาเซลเซียส และ pH 6.0  
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 รูปที ่4.3 กิจกรรมของเอนไซม ์Chymotrypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10 
และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 (a), 50 (b) และ 65 องศาเซลเซียส (c) เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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 รูปที ่4.4  กิจกรรมของเอนไซม ์Cathepsin L-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10 และ 
15%  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 (a), 50 (b) และ 65 องศาเซลเซียส (c) เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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นอกจากน้ีตวัอย่างบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส กิจกรรมลดลงอย่างรวดเร็วท่ีเวลาการบ่ม 2 ชัว่โมง
แรก และมีเสถียรภาพตํ่าท่ีอุณหภูมิสูง (65 องศาเซลเซียส) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Heu et al. (1997) ท่ีรายงานวา่
เอนไซม ์Cathepsin L-like บริสุทธ์ิจากเน้ือปลาแอนโชวี่มีกิจกรรมท่ีเหมาะสมท่ี 50 องศาเซลเซียส  
Siringan et al. (2006b) รายงานว่ากิจกรรมของเอนไซม ์Cathepsin L-like จะลดลงเม่ือเวลาการบ่ม
ยาวนานข้ึน ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซม ์Chymotrypsin-like มีเสถียรภาพจนกระทัง่เดือนท่ี 12  ซ่ึง
เอนไซม ์Cathepsin L เป็นไลโซโซมอลโปรติเนส (Lysosomal proteinase) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ยกลา้ม-
เน้ือของปลาชนิดต่างๆ เช่น  Pacific whiting, Mackerel และ ปลาแอนโชว่ี (An et al., 1994; Aoki and 
Ueno, 1997; Heu et al., 1997) Tungkawachara et al. (2003) รายงานวา่กิจกรรมของเอนไซม ์Cathepsin 
L-like จะสูงสุดในนํ้ าปลา Pacific whiting ในช่วงการหมกัของเดือนท่ี 1 แต่อย่างไรก็ตาม เอนไซม ์
Cathepsin L-like เป็นเอนไซมท่ี์ไม่โดดเด่นในปลากะตกั  
Aminopeptidases เป็นเอนไซมท่ี์มีส่วนสาํคญัในการช่วยทาํใหเ้กิดกรดอะมิโนอิสระในนํ้ าปลา 
ผลการศึกษาพบว่า เกลือโซเดียมคลอไรด์ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ เม่ือบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลาสั้น (รูปท่ี 4.5a, p>0.05) ในขณะท่ีการบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส กิจกรรมมีค่าสูงสุด
ท่ีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10-15% (รูปท่ี 4.5b, p<0.05) ซ่ึงแสดงว่าเกลือมีผลกระตุน้กิจกรรมของ
เอนไซม ์การบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส มีผลลดกิจกรรมของเอนไซม ์Leucine aminopeptidase อยา่งรวดเร็ว 
เ ช่น เ ดี ย วกับ เอนไซม์  Trypsin-like Chymotrypsin-like และ  Cathepsin L-like เ อนไซม์  Leucine 
aminopeptidase มีกิจกรรมสูงท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เม่ือเทียบกบัท่ี 50 และ 60 องศาเซลเซียส Liu 
et al. (2008) รายงานวา่เอนไซม ์Leucine aminopeptidase จากเน้ือปลาไน (Cyprinus carpio) มีกิจกรรมท่ี
เหมาะสมท่ี 35 องศาเซลเซียส และ pH 7.0 ในการศึกษาน้ีแมว้่าการบ่มท่ีอุณหภูมิสูงจะมีผลเร่งการยอ่ย
สลายตัวเอง (รูปท่ี 4.1b-c) เน่ืองจากเป็นการกระตุ้นกิจกรรมของโปรติเนสในตัวปลา แต่มีผลลด
เสถียรภาพของเอนไซม ์นอกจากน้ียงัพบวา่กิจกรรมของเอนไซม ์Leucine aminopeptidase มีค่านอ้ยท่ีสุด
เม่ือเทียบกบัเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดขา้งตน้ (รูปท่ี 4.2-4.5) Siringan et al. (2006b) รายงานวา่กิจกรรมของ
เอนไซม ์Leucine aminopeptidase สูงสุดท่ีการหมกัเดือนท่ี 1 และลดลงเม่ือระยะเวลาการหมกันานข้ึนท่ี
สภาวะเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้สูง (25-30%)  
 จากผลทดลองน้ีจะเห็นไดว้า่ปริมาณโอลิโกเพปไทดจ์ากการยอ่ยสลายตวัเองและเสถียรภาพของ
โปรติเนสในตวัปลาเป็นปัจจยัท่ีมีความสาํคญัต่อการนาํไปใช ้เน่ืองจากโปรติเนสภายในตวัปลาทาํงานได้
ดีท่ีอุณหภมิูสูง ซ่ึงจากรายงานของ Siringan et al. (2006b) พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทาํงานคือ 60 
องศาเซลเซียส แต่การเพ่ิมอุณหภูมิการบ่มเพื่อเร่งกิจกรรมของเอนไซม์กลบัมีผลลดเสถียรภาพภาพ
เอนไซมล์ง ในขณะเดียวกนัการบ่มตวัอยา่งท่ีอุณหภูมิตํ่า (35 องศาเซลเซียส) มีผลเหน่ียวนาํใหเ้กิดการเน่า 
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ซ่ึงการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์เป็นทางเลือกหน่ึงเพ่ือชะลอการเจริญของจุลินทรียท่ี์ทาํใหเ้กิดการเน่า
เสียได ้ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเหน่ียวนาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายโปรตีนของปลากะตกั คือการบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรด ์10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
 
 
 
 รูปที ่4.5  กิจกรรมของเอนไซม ์Luecine aminopeptidase ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 
10 และ 15%  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 (a), 50 (b) และ 65 องศาเซลเซียส (c) เป็นระยะเวลาต่างๆ 
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4.2 ผลการศึกษาการคดัเลอืกแบคทเีรียกรดแล็กติก 
  4.2.1 การระบุชนิด/สายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีคดัเลือก 
             ก.ลกัษณะทางสัณฐานและสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
  แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีแยกและคดัเลือกจากตวัอยา่งจากบ่อหมกันํ้ าปลาเดือนท่ี 1 และ 5 
จาํนวน  2 ไอโซเลท มีลกัษณะสัณฐานของเซลล์ ปัจจยัทางเคมี/กายภาพท่ีมีผลต่อการเจริญ และสมบติั
ทางชีวเคมีเบ้ืองตน้ ดงัตารางท่ี 3.1 ไอโซเลททั้งหมดมีรูปร่างเซลลก์ลม ติดสีแกรมบวก มีการจดัเรียงตวั
ทั้งเป็นคู่ (Pairs) และแบบส่ีเซลล ์(Tetrads) (รูปท่ี 4.6) ขนาดของเซลล ์0.59-0.88 ไมครอน (ตารางท่ี 3.1) 
ทั้ง 2 ไอโซเลทใหผ้ลการทดสอบออกซิเดส (Oxidase) และคะตาเลส (Catalase) เป็นลบ ไอโซเลท MS33 
สามารถยอ่ยเคซีน นอกจากน้ีทั้ง 2 ไม่แสดงกิจกรรมอะไมเลส (Amylase) มีเพียงไอโซเลท MS33 ท่ีแสดง
กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส (Lipase) เท่านั้น 
  แบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถเจริญไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ท่ีมีความเขม้-
ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์0-25% และ pH 4.5-9.0  ไอโซเลท MS33 สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 10-40 
องศาเซลเซียส ส่วนไอโซเลท MCD10-5-10 สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 10-45 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 
4.1)  สาํหรับทั้ง 2 ไอโซเลทสามารถผลิตกรดจาก D-Mannitol, D-Sorbitol, D-Cellobiose, D-Galactose, 
D-Glucose, D-Maltose, D-Mannose และ D-Ribose แต่ไม่สามารถสร้างกรดจาก L-Arabinose, D-
Arabinose, D-Lactose, D-Raffinose, L-Rhamnose, D-Melibiose และ D-Melezitose ได ้และยงัมีความ
หลากหลายในการใชน้ํ้ าตาล Glycerol และ D-Saccharose  (ตารางท่ี 4.1) 
  จากสณัฐานของเซลล ์การจดัเรียงตวัของเซลล ์และความสามารถในการเจริญท่ีอาหารท่ี
มีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 18% แบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีเลือกมาศึกษามีความเหมือนกบั T. halophilus 
(ตารางท่ี 4.1) ดงันั้นลกัษณะสัณฐานของเซลล ์ปัจจยัทางเคมี/กายภาพท่ีมีผลต่อการเจริญ และสมบติัทาง
ชีวเคมีเบ้ืองตน้ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเลือกมาน้ีจะถูกนาํมาเปรียบเทียบกบั T. halophilus ATCC 
33315 
  ข. การวิเคราะห์สารพันธุกรรมของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
   จากการวิเคราะห์สารพนัธุกรรม 16S rRNA gene ของแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท ท่ีเพ่ิม
จาํนวน gene ดว้ย Primer fD1/ rP2 และไดผ้ลผลิต DNA fragment ขนาดประมาณ 1,500 bp (รูปท่ี 4.7) 
เม่ือวิเคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน 16S rRNA gene พบวา่แบคทีเรียกรดแลก็ติก 2 ไอโซเลท มี
ความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดก์บั T. halophilus ATCC 33315 99% และอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั T. 
halophilus ตาม Phylogenic tree ท่ีสร้างดว้ยวิธี Maximum Parsimony (รูปท่ี 4.8)  
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T. halophilus สามารถพบไดใ้นกระบวนการหมกันํ้ าปลา (Thongsanit et al., 2002)  
ผลการวิจยัน้ีจะพบ T. halophilus ตลอดช่วงการหมกัตั้งแต่เดือนท่ี 1-7 ซ่ึงแบคทีเรียน้ีจะพบไดบ่้อยคร้ังใน
กระบวนการหมกันํ้าปลา Satomi et al. (1997) รายงานวา่ T. halophilus ไม่สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมี
โซเดียมคลอไรด ์ แต่ T. muriaticus เจริญไดท่ี้อาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้อยา่งนอ้ย 0.5% ในผล
วิจยัน้ีแบคทีเรียกรดแลก็ติก 2 ไอโซเลท ไม่สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์ซ่ึงมีลกัษณะท่ี
แสดงออกคลา้ยคลึงกบั T. halophilusในขณะท่ี T. koreensis เป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากกิมจิ ซ่ึง
สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0-8% และความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ท่ี
เหมาะสมคือ 2-5% (Lee et al., 2005) ดงันั้น T. koreensis จึงไม่พบในกระบวนการหมกันํ้ าปลาท่ีความ
เขม้ขน้ของเกลือสูง  ถึงแมว้่า 16S rRNA gene ของ 2 ไอโซเลท มีความเหมือนกบั T. halophilus แต่ไอ-
โซเลทท่ีไดมี้ลกัษณะบางประการแตกต่างจากพนัธ์ุอา้งอิง ดงัตารางท่ี 4.1 
                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รูปที ่4.6   สณัฐานวิทยาของเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคดัเลือกจาํนวน 2 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งจากบ่อหมกันํ้ าปลาเดือนท่ี 1 (a) และ 5 (b)  และ T. halophilus ATCC 33315 (c) ยอ้ม
สีเซลล ์(ลูกศร) แบบแกรม ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ (Bar = 1 m) 
MS33 
1m - 
(a MCD10-5-10 
1m - 
(b
(c) Tetragenococcus halophilus ATCC 33315 
1m -
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ตารางที่ 4.1   ลกัษณะทางสณัฐานและผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลก็ติก 2 ไอโซเลท และ 
T. halophilus ATCC 33315 
Characteristics T. halophilus
a 
ATCC 33315 
T. halophilusb  
JCM 5888 
MS33c MCD10-5-10 c 
Cell shape/ arrangement Cocci/Tetrads Cocci/Tetrads Cocci/Pairs, Tetrads 
Cocci/Pairs, 
Tetrads 
Cell size (m) 0.5-1.0 0.5-1.0 0.68-0.88 0.59-0.78 
Oxidase - - - - 
Catalase - - - - 
Proteinase + NA + - 
Lipase - NA + - 
Amylase - NA - - 
Growth at 10 °C NA NA + + 
15 °C NA NA + + 
20 °C NA NA + + 
25 °C NA NA + + 
30 °C NA NA + + 
35 °C NA NA + + 
40 °C - + + + 
45 °C - NA - + 
Growth at pH  4.5-9.0 + NA + + 
Growth at   0% NaCl + NA + + 
3% + NA + + 
6.5% + NA + + 
10% + NA + + 
15% + NA + + 
25% + NA + + 
Optimum NaCl for growth (%) 5-10 NA 5-10 5-10 
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ตารางที ่4.1  (ต่อ) 
Characteristics T. halophilus
a 
ATCC 33315 
T. halophilusb 
JCM 5888 
MS33c MCD10-5-10 c 
Gas from D-glucose - - - - 
Acid from:     
L-Arabinose + + - - 
D-Arabinose - NA - - 
Glycerol - - - + 
D-Mannitol - - + + 
D-Sorbitol - - + + 
D-Cellobiose + + + + 
D-Galactose + + + + 
D-Glucose + + + + 
D-Lactose - - - - 
D-Maltose + + + + 
D-Raffinose - - - - 
L-Rhamnose - NA - - 
D-Mannose + NA + + 
D-Melibiose - - - - 
D-Saccharose + + - + 
D-Melezitose + - - - 
D-Ribose + + + + 
Configuration of 
lactic acid 
L L L L 
NA = Not available.  
aPhenotypic characteristics were tested in this study. 
 bEnnahar and Cai (2005) 
c MS33 isolated from the 1st month fermentation;  MCD10-5-10 isolated from the 5th month fermentation. 
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รูปที ่4.7   ผลผลิต PCR ของ 16S rRNA gene ท่ีไดจ้ากการเพ่ิมจาํนวนดว้ย Primers fD1/rP2; Lane M คือ 
1 kb DNA Ladder (Fermentas life sciences) เป็น Molecular weight markers; 2 คือ MS33; 5 
คือ MCD10-5-10; 8 คือตวัอยา่งควบคุมเชิงลบ 
 
 
 
รูปที ่4.8   Phylogenetic tree ของแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเป็นสายพนัธุ์คดัเลือก 2 สายพนัธ์ุและสายพนัธ์ุ
จาก NCBI nucleotide sequence database (U.S.A.) ท่ีสร้างจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S 
rRNA gene (Partial sequence) โดยใชว้ิธี Maximum Parsimony ตวัเลขท่ี Branch เป็นค่า 
Bootstrap จาก 1,000 replications 
1,500
3,000
1,000
500
bp
10,000
M            1              2           3   4 5 6            7          8
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4.2.2 ความสามารถสร้างสารระเหยในอาหาร Fish broth 
 T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 ท่ีเจริญในอาหาร Fish broth ท่ีมีโซเดียม-
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 25%  สามารถสร้างสารระเหยได ้22 สารประกอบ ดงัตารางท่ี 4.2 โดยสามารถจดักลุ่ม
สารประกอบได ้4 กลุ่ม คือ แอลกอฮอล ์(Alcohol) อลัดีไฮด ์(Aldehyde) เอสเตอร์ (Ester) และ คีโตน 
(Ketone) สารประกอบแอลกอฮอล ์(Alcohol) ท่ีพบไดแ้ก่ Isopropyl alcohol, 1-Propanol, 1-Butanol, 1-
Penten-3-ol, 3-Methyl-1-butanol, 1-Pentanol และ 1-Hexanol ไอโซเลท MS33 สามารถสร้าง Isopropyl 
alcohol สูงกวา่ตวัอยา่งควบคุมหรือตวัอยา่ง Fish broth ท่ีไม่ไดเ้ติมกลา้เช้ือ (ตารางท่ี 4.2, p<0.05) ในขณะ
ท่ีไอโซเลท MCD10-5-10 สามารถสร้าง (E)-2-Penten-1-ol และ 1-Hexanol เท่านั้น โดยพบนอ้ยกวา่ไอ-
โซเลท MS33 (p<0.05) จากผลการวิจยัน้ีบ่งช้ีว่าแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีชอบความเคม็สามารถสร้างสาร 
ประกอบแอลกอฮอลใ์นอาหาร Fish broth ท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือในปริมาณสูง (25%) แบคทีเรียกรด
แลก็ติกสามารถผลิตแอลกอฮอลจ์ากโปรตีน ไขมนั และ แลคโตส โดยผา่นวิถี Proteolysis Lipolysis และ 
Glycolysis ตามลาํดบั (Marilley and Casey, 2004)  Helinck et al. (2004) รายงานวา่ Lactobacillus 
delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus และ Streptococcus thermophilus ผลิต 3-Methylbutanol ใน
ปริมาณสูงจาก Phenylalanine, Valine และ Leucine กรดอะมิโนจะถูกเปล่ียนเป็น α-Keto isocaproic acid 
โดยกระบวนการ Transamination  (Smit et al., 2005) หลงัจากนั้น α-Keto isocaproic acid จะถูก
เปล่ียนเป็น 2-Methylbutanal และ 3-Methylbutanal โดยผ่านกิจกรรม Decarboxylase และปฏิกิริยา  
Alcohol dehydrogenase ตามลาํดบั (Smit et al., 2009) 
 นอกจากน้ีสารประกอบอลัดีไฮดห์ลกัท่ีพบ ไดแ้ก่ 2-Methylpropanal และ Benzaldehyde ซ่ึงไอ-
โซเลท MS33 สร้าง 2-Methylpropanal ในปริมาณท่ีมากกว่าตวัอยา่งควบคุม (p<0.05) อยา่งไรก็ตามตวั-
อยา่งท่ีเติมไอโซเลท MS33 และ MCD10-5-10 มีปริมาณ 2-Methylbutanal และ 3-Methylbutanal นอ้ย
กว่าตวัอยา่งควบคุม (ตารางท่ี 4.2) ซ่ึงสารประกอบอลัดีไฮด์ท่ีมีโครงสร้างแบบก่ิงกา้นเช่น 2-Methyl-
propanal, 2-Methylbutanal และ 3-Methylbutanal เป็นสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรสในหลากหลายผลิตภณัฑ ์
อลัดีไฮด์เป็นสารสําคญัท่ีให้กล่ินรสทางอาหาร เช่น กล่ินมอลล์ กล่ินเน้ือ ซ่ึงเป็นกล่ินรสท่ีดี (Marilley 
and Casey, 2004) กระบวนการสาํคญัท่ีทาํใหเ้กิดสารประกอบ 3-Methylbutanal คือปฏิกิริยาท่ีไม่เก่ียว 
ขอ้งกบัเอนไซม ์(Non-enzymatic) ซ่ึงประกอบดว้ยการเหน่ียวนาํดว้ยความร้อน ปฏิกิริยา Strecker degra-
dation (Fukami et al., 2002; Sanceda et al., 1992) ส่วนสารประกอบ Benzaldehyde  เกิดจากสารตั้งตน้
กรดอะมิโนท่ีมีโครงสร้างอะโรมาติก เช่น Phenylalanine ซ่ึงช่วยใหเ้กิดรสขมในถัว่อลัมอนด ์(Curioni 
and Bosset, 2002) นอกจากน้ี Smit et al. (2009) รายงานวา่ 2-Methylpropanal, 2-Methylbutanal และ 3-
Methylbutanal ไดจ้ากกระบวนการ Catabolism ของกรดอะมิโน โดยเร่ิมตน้จากกระบวนการ Transami-
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nation ของ Leucine, Valine และIsoleucine ตามดว้ยการเกิดปฏิกิริยา Decarboxylation ของอลัดีไฮด ์
นอกจากน้ีสารประกอบ Benzaldehyde ยงัสามารถเกิดปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขอ้งกบัเอนไซม์ ปฏิกิริยาออกซิ-
เดชัน่ของ α-Keto isocaproic acid จะถูกกระตุน้โดย Mn2+ ไดส้ารประกอบ 2-Methylpropanal ซ่ึงปฏิกิริ-
ยาน้ีสามารถทาํใหเ้กิดนอ้ยลงโดยควบคุมความเขม้ขน้ของ Mn2+ และออกซิเจน (Smit and Engels, 2004)   
ตวัอยา่ง Fish broth ท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก T. halophilus MS33 และ T. halophilus 
MCD10-5-10  มีปริมาณ Ethyl acetate นอ้ยกว่าตวัอยา่งควบคุม (ตารางท่ี 4.2) สารประกอบอลัดีไฮดจ์ะ
ถูกรีดิวซ์เป็นแอลกอฮอล ์และถูกออกซิไดซ์เป็นกรดคาร์บอกซิลิก (Carboxylic acid) ต่อไป ซ่ึงสารประ-
กอบสองกลุ่มน้ีเป็นสารตั้งตน้ของสารประกอบเอสเตอร์ (Marilley and Casey, 2004) ปริมาณ Acetone, 
2-Butanone, 2,3-Butanedione และ Cyclohexanone ในตวัอยา่งท่ีเติมแบคทีเรียกรดแลก็ติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุ
มีปริมาณท่ีแตกต่างกนั (ตารางท่ี 4.2) ไอโซเลท MS33 มีแนวโนม้ใหก้ล่ินเน้ือกบัผลิตภณัฑห์มกัท่ีปริมาณ
เกลือสูง นอกจากน้ีสารประกอบท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองคป์ระกอบ เช่น Dimethyl sulfide และ Dimethyl 
disulfide จะทาํใหเ้กิดกล่ินรสไม่พึงประสงคใ์นนํ้าปลา (Fukami et al., 2004) ซ่ึงตวัอยา่งท่ีเติม MS33 และ 
MCD10-5-10 ไม่สร้างสารประกอบซลัเฟอร์ แบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2 ไอโซเลทมีแนวโนม้ท่ีจะไม่ทาํ
ใหเ้กิดกล่ินรสไม่พึงประสงคใ์นผลิตภณัฑน์ํ้าปลา จากผลการทดลองน้ีแบคทีเรียกรดแลก็ติก 2 ไอโซเลท 
ท่ีเล้ียงในอาหาร Fish broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25% โดยสร้างสารระเหยท่ีแตกต่าง 
4.2.3  การใชแ้บคทีเรียกรดแลก็ติกในการหมกันํ้ าปลา 
ตัวอย่างนํ้ าปลาท่ีเติมกล้าเช้ือแบคทีเรียมีปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนเพ่ิมข้ึนจากวนัเร่ิมต้น 
(p<0.05, ตารางท่ี 4.3) ตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก T. halophilus MS33 และ T. halophilus 
MCD10-5-10 มีปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนเพ่ิมเป็น 704-740 มิลลิโมลาร์ ในเดือนท่ี 6 (ตารางท่ี 4.3) และ
เพิ่มข้ึนมากกว่าตวัอย่างควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมกลา้เช้ือ (p<0.05) ผลวิจยัดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าการเติม
แบคทีเรียกรดแลก็ติกทาํใหเ้กิดการยอ่ยสลายโปรตีนปลามากข้ึน การเพ่ิมข้ึนของแอลฟาอะมิโนอาจมีผล
ต่อการสร้างสารระเหยท่ีใหก้ล่ินรสในนํ้าปลาไดอี้กดว้ย เน่ืองจากการเพ่ิมข้ึนของแอลฟาอะมิโนแสดงให้
เห็นถึงการเพิ่มข้ึนของเพปไทดส์ายสั้นและกรดอะมิโนอิสระ ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลก็ติกสามารถใชเ้ป็นสาร
ตั้งตน้เพ่ือเปล่ียนเป็นสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรสได ้(Law and Haandrikman, 1995; Magboul and 
McSweeney, 1999) ถึงแมว้่าผลจากการศึกษาความสามารถในการยอ่ยโปรตีนโดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ี
เติม Skim milk  (Skim milk agar) ของไอโซเลท MCD10-5-10 จะใหผ้ลเป็นลบ แต่เม่ือใชใ้นระบบการ
หมกัพบว่ามีการเพ่ิมข้ึนของปริมาณแอลฟาอะมิโนเม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม ซ่ึงบ่งช้ีว่าในระบบการ
หมกันํ้ าปลามีผลต่อการเหน่ียวนาํการย่อยสลายโปรตีนของ T. halophilus MCD10-5-10 ดงันั้น T. 
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halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 น่าจะเป็นแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเหมาะต่อการนาํไป
พฒันากลา้เช้ือเพ่ือใชใ้นกระบวนการหมกันํ้าปลาต่อไป  
 
ตารางที่ 4.2  ปริมาณสารระเหยสมัพทัธ์ในตวัอยา่ง Fish broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25% และเติม
แบคทีเรียกรดแลก็ติก บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วนั ในสภาพไร้ออกซิเจน 
Note: Bacterial cell count of all isolates were 107-108 cell/ml; ND= not detected. 
 *Retention indices calculated for DB-WAX column using n-alkanes as standards. 
**The values represent the ratio of the peak area of any compound to that of internal standard (cyclohexanol). 
RI* 
 
Compounds 
Relative peak area** 
Control T. halophilus MCD10-5-10 T. halophilus MS33 
 Alcohols    
1011   Isopropyl alcohol 0.063 ND 0.501 
1041   2-Butanol ND ND 0.022 
1049   1-Propanol 0.026 ND 0.063 
1110   2-Methyl-1-propanol  ND ND 0.024 
1185   1-Butanol ND ND ND 
1193   1-Penten-3-ol ND ND ND 
1205   3-Methyl-1-butanol  ND ND ND 
1255   1-Pentanol ND ND 0.033 
1327   (E)-2-Penten-1-ol 0.064 0.004 0.018 
1336   (Z)-2-Penten-1-ol  0.018 ND ND 
1360   1-Hexanol ND 0.014 0.024 
 Aldehydes    
784   Propanal 0.030 0.001 0.004 
800   2-Methylpropanal  ND 0.126 0.372 
909   2-Methylbutanal  0.107 0.028 0.038 
911   3-Methylbutanal  0.091 ND 0.034 
1097   Hexanal 0.024 ND ND 
1459   Benzaldehyde 0.004 0.045 0.039 
 Ester    
863   Ethyl acetate 0.101 0.005 0.045 
 Ketones    
809   Acetone 0.202 0.054 0.391 
888   2-Butanone ND ND 0.020 
1028   2,3-Butanedione ND ND 0.011 
1315   Cyclohexanone ND ND 0.086 
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ตารางที ่4.3 ปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 6 เดือน 
Fermentation time 
(Day) Control T.  halophilus MS33 T.  halophilus MCD10-5-10 
0   436.49 ± 24.11    445.87 ± 38.58 458.65 ± 42.20 
14   584.08 ± 28.09b    636.12 ± 32.76a  691.74 ± 51.14a 
30   644.89 ± 40.45    684.14 ± 23.51  676.95 ± 27.80 
60   611.60 ± 85.11b    679.52 ± 69.84a 711.51 ± 27.00a 
90   676.13 ± 15.55b    726.92 ± 40.20a  744.95 ± 38.79a 
120   658.64 ± 1.57c    704.50 ± 8.52b   740.35 ± 79.42a 
150   691.46 ± 12.75c    724.17 ± 7.94b   786.15 ± 45.81a 
180   707.46 ± 3.58b    783.96 ± 19.18a   779.65 ± 32.58a 
             Letters indicate significant difference in the same row (p<0.05). 
 
การเปล่ียนแปลงจาํนวนแบคทีเรียกรดแลก็ติกระหวา่งกระบวนการหมกัโดยใชอ้าหาร MRS agar 
ท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์18% และแคลเซียมคาร์บอเนต 0.5% พบวา่แบคทีเรียกรดแลก็-
ติกในวนัเร่ิมตน้ของการหมกัมีจาํนวน 105 CFU/มิลลิลิตร และลดลง 3-4 Log CFU/มิลลิลิตร ในเดือนท่ี 2 
และไม่พบการเจริญในเดือนท่ี 3 (รูปท่ี 4.9a) นอกจากน้ีไม่พบแบคทีเรียกรดแลก็ติกในตวัอยา่งควบคุม 
แสดงว่าแบคทีเรียท่ีตรวจนบัไดใ้นตวัอยา่งเป็นแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเติมลงไป แมว้่าแบคทีเรียท่ีเติมลง
ไปไม่สามารถเจริญเพ่ิมข้ึนในระหว่างกระบวนการหมกั แต่ก็มีผลทาํให้ปริมาณแอลฟาอะมิโนเพ่ิมข้ึน
มากกวา่ตวัอยา่งควบคุม (ตวัอยา่งท่ีไม่มีการเติมกลา้เช้ือ) 
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงของจาํนวนแบคทีเรียในอาหาร JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอ-
ไรด ์18% ไม่พบแบคทีเรียในตวัอยา่งควบคุม (รูปท่ี 4.9b) อาจเน่ืองจากจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในตวัอยา่ง
ปลากะตกัถูกทาํลาย เม่ือผา่นการใหค้วามร้อนท่ี 50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ทาํใหแ้บคทีเรีย
ท่ีชอบเคม็/ทนเคม็ท่ีมีในระบบถูกทาํลายดว้ยความร้อน ส่วนตวัอยา่งท่ีเติมแบคทีเรียกรดแลก็ติกมีจาํนวน
แบคทีเรียใกลเ้คียงกบัจาํนวนแบคทีเรียท่ีเติมลงไป และลดลง 3-4 Log CFU/มิลลิลิตร ในเดือนท่ี 2 และ
ไม่สามารถตรวจนบัจาํนวนจุลินทรียไ์ดใ้นเดือนท่ี 3 (รูปท่ี 4.9b) สงัเกตไดว้า่การเปล่ียนแปลงของจาํนวน
จุลินทรียซ่ึ์งตรวจนบัดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 มีลกัษณะคลา้ยกบัผลท่ีไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 
agar (รูปท่ี 4.9a,b)  
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 รูปที ่4.9   การเปล่ียนแปลงของจาํนวนแบคทีเรียตรวจนบัดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar (a) และ  JCM 
168 (b) ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด ์ 18% ระหวา่งกระบวนการหมกันํ้ าปลา   
 
มีความเป็นไปไดว้า่แบคทีเรียท่ีตรวจนบัไดบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 168 จะเป็นแบคทีเรียกรด
แล็กติกท่ีเติมลงไปซ่ึงมีความสามารถในการทนออกซิเจนไดเ้ล็กนอ้ย (Aerotolerance) ทั้งน้ีไดสุ่้มเก็บ
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โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือทั้งสองชนิดและทาํการทดสอบเบ้ืองตน้เพ่ือยืนยนัผลว่าเป็นแบคทีเรีย
กรดแลก็ติกท่ีเติมลงไปหรือไม่ โดยยอ้มสีเซลลแ์บบแกรมเพ่ือตรวจสอบลกัษณะสัณฐาน พบว่ามีรูปร่าง
เซลลก์ลม การเรียงตวัเป็นคู่และส่ีเซลล ์เม่ือทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตาเลส ไดผ้ลการทดสอบเป็นลบ
ตรงกบัคุณลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลก็ติก และไดน้าํแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากอาหาร JCM 168 (รูปท่ี 
4.10a) มาทดสอบการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์18% ในสภาพไร้
ออกซิเจน (รูปท่ี 4.10b) พบว่าสามารถเจริญไดดี้ ดงันั้นแบคทีเรียท่ีพบเป็นแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีเติมลง
ไป ซ่ึงสามารถเจริญไดท้ั้งในอาหาร MRS และ JCM 168 ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์18% ผลการทดลอง
น้ีสอดคลอ้งกบั Leisner et al. (2001) ท่ีรายงานวา่แบคทีเรียท่ีนบัไดบ้น Plat count agar (PCA) ใน
กระบวนการหมกัเคร่ืองปรุงรส (Tempoyak) คือแบคทีเรียกรดแล็กติก ซ่ึงโคโลนีมีขนาดเลก็ สีเทาหรือ
ขาว ไม่สร้างเอนไซมค์ะตาเลสและสามารถเจริญไดใ้นสภาพไร้ออกซิเจน 
 
                       รูปที ่4.10    แบคทีเรียท่ีตรวจนบัไดจ้ากระบบการหมกัปลาในห้องปฏิบติัการ ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ JCM 
168 (a) ท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์18% และนาํมาทดสอบการเจริญบนอาหาร MRS agar ท่ี
เติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์18% (b)    
 
ไบโอจีนิกเอมีนท่ีตรวจพบในนํ้ าปลามี 4 ชนิดคือ ทริปตามีน (Tryptamine) พิวทรีสซีน (Putres-
cine) คาดาเวอรีน (Cadaverine) และ ฮีสตามีน (Histamine) โดยพบทริปตามีนในปริมาณสูงกวา่ไบโอจี-
นิกเอมีนชนิดอ่ืน คือ 12.90-16.03 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.4) และเน่ืองจากปลาท่ีใชใ้นการ
ทดลองเป็นปลาท่ีมีคุณภาพความสดสูง จึงตรวจไม่พบพิวทรีสซีนหรือพบนอ้ยเพราะพิวทรีสซีนเป็นไบ-
โอจีนิกเอมีนท่ีพบในปลาท่ีไม่สด (Yongsawatdigul et al., 2004) จากการทดสอบการสร้างไบโอจีนิกเอ-
มีนของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ mGYP ท่ีรายงานก่อนหนา้น้ี (Udomsil, 2008) พบวา่แบคทีเรียทุกไอ-
โซเลทท่ีศึกษาสามารถสร้างไบโอจีนิกเอมีนได ้ซ่ึงอาจเป็นเพราะในอาหารเล้ียงเช้ือมีสารตั้งตน้กรดอะมิ-
(b) (a) 
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โนของสารไบโอจีนิกเอมีน แต่เม่ือทดสอบในระบบการหมกัปลาพบว่า ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนของ
นํ้ าปลาในเดือนท่ี 6 ไม่แตกต่างจากตวัอยา่งควบคุม (p>0.05) บ่งช้ีว่าการเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 ไม่ไดท้าํใหป้ริมาณไบโอจีนิกเอมีนเพิ่มข้ึน ซ่ึงไบ-
โอจีนิกเอมีนสามารถผลิตไดโ้ดยผา่นกระบวนการ Decarboxylation ของกรดอะมิโน ประเทศแคนาดาได้
กาํหนดค่าฮีสตามีนใหมี้ไดสู้งสุดไม่เกิน 20 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร (CFIA, 2003) ตวัอยา่งท่ีเติมแบคทีเรีย
ไอโซเลท MS33 และ MCD10-5-10 มีปริมาณฮีสตามีนนอ้ยกวา่ตวัอยา่งควบคุม (p<0.05) (ตารางท่ี 3.4) 
แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลทไม่มีผลต่อการสร้างฮีสตามีนในผลิตภณัฑน์ํ้าปลา  
 
 ตารางที ่4.4   ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนในนํ้ าปลาท่ีหมกัโดยใชก้ลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกเป็นเวลา 6 
เดือน 
Fish sauce sample 
Biogenic amine content (mg/100ml) 
Tryptamine Putrescine Cadaverine Histamine 
Control 16.03 ± 1.06a ND 2.40 ± 0.50b 10.24 ± 3.12a 
T.  halophilus  MS33 14.39 ± 1.15ab ND ND 6.06 ± 0.01ab 
T.  halophilus MCD10-5-10 12.90 ± 1.64b 2.33  ± 1.76 6.12 ± 2.70a 4.50 ± 1.94b 
Letters indicate significant difference in the same column (p<0.05). 
ND = not detected. 
 
ไนโตรเจนรวมทั้งหมดรวมถึงปริมาณโปรตีนไนโตรเจนและสารประกอบท่ีไม่ใช่โปรตีน เช่น 
แอมโมเนีย กรดอะมิโนอิสระ นิวคลีโอไทด ์ยเูรีย และไตรเมทิลามีน (Trimethylamine, TMA) (Shahidi 
et al., 1994) ซ่ึงสารประกอบเหล่าน้ีช่วยทาํใหเ้กิดความจาํเพาะของกล่ินรสในนํ้ าปลา (Dougan and 
Howard, 1975) Dougan and Howard (1975) รายงานวา่ 80% ของไนโตรเจนรวมทั้งหมดของนํ้ าปลาจะ
อยูใ่นรูปของกรดอะมิโน นอกจากน้ีปริมาณไนโตรเจนรวมทั้งหมดของนํ้ าปลาจะข้ึนกบัปลาแต่ละชนิด 
และองคป์ระกอบทางเคมีของปลา (Tungkawachara et al., 2003) ซ่ึงปริมาณไนโตรเจนรวมทั้งหมดใช้
เป็นดชันีบ่งช้ีคุณภาพของนํ้ าปลา (Park et al., 2001) เกณฑม์าตรฐานของนํ้าปลาคุณภาพชั้นท่ี 1 ของ
ประเทศไทยจะต้องมีค่ามากกว่า 2.0% จากผลการวิจัยพบว่าปริมาณไนโตรเจนรวมทั้งหมด (Total 
nitrogen) ของตวัอยา่งท่ีเติมแบคทีเรียกรดแลก็ติก T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 
มีค่ามากกวา่ 2.0% (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึงเป็นเกณฑม์าตรฐานของนํ้าปลาคุณภาพชั้นท่ี 1  
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เม่ือพิจารณาปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนของตวัอยา่งท่ีใชก้ลา้เช้ือและตวัอยา่งควบคุมพบว่ามี
ค่าประมาณ 0.1% (p>0.05, ตารางท่ี 4.5) การเพ่ิมข้ึนของปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนเกิดจากการยอ่ย
ของสายพอลีเพปไทด ์ (Tungkawachara et al., 2003) ซ่ึงปริมาณแอมโมเนียไนโตรเจนเป็นตวับ่งช้ีถึง
สารประกอบไนโตรเจนเร่ิมตน้ท่ีช่วยใหเ้กิดกล่ินแอมโมเนียในนํ้ าปลา (Dougan and Howard, 1975; 
Beddows et al., 1976; McIver et al., 1982) อยา่งไรกต็าม การยอมรับของผูบ้ริโภคต่อกล่ินท่ีเกิดจาก
แอมโมเนียยงัไม่มีรายงานการศึกษา  
ดชันีสีนํ้ าตาลในทุกตวัอยา่งไม่ต่างกนั (p>0.05, ตารางท่ี 4.5) ปฏิกิริยา Maillard ทาํใหเ้กิดสารสี
นํ้ าตาล (Melanoidin) ในนํ้ าปลาระหวา่งกระบวนการหมกั (Lopetcharat et al., 2001) ปริมาณเกลือของ
ตวัอยา่งนํ้าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือคือ 26 % ซ่ึงอยูใ่นเกณฑม์าตรฐานของมาตรฐานอุตสาหกรรม (ตารางท่ี 4.5) 
การเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 ไม่มีผลต่อ
ปริมาณเกลือในผลิตภณัฑ ์นอกจากน้ี pH ของตวัอยา่งนํ้าปลาคือ 5.43-5.46 (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึงนํ้ าปลาท่ีเติม
กลา้เช้ือ T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 มีค่า pH ตํ่ากวา่ตวัอยา่งควบคุม (p<0.05, 
ตารางท่ี 4.5)  Michihata et al. (2000) รายงานวา่กรดอินทรีย ์เช่น กรดแลก็ติก และกรดอะซิติกทาํใหค่้า 
pH ของนํ้ าปลาลดลงระหว่างกระบวนการหมกั ถึงแมว้่าจะมีการเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติก แต่
ไม่ไดท้าํใหเ้กิดการลดลงของ pH อยา่งมาก เน่ืองจากในกระบวนการหมกันํ้ าปลาไม่มีนํ้ าตาลกลูโคสเป็น
ส่วนประกอบ ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ท่ีใชผ้ลิตกรดแลก็ติก 
 
ตารางที ่4.5   คุณสมบติัทางเคมีของนํ้ าปลาท่ีหมกัโดยกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกเป็นเวลา 6 เดือน 
Sample 
Total nitrogen  
(%) 
Ammonical 
Nitrogen (%) 
Salt  
(%) 
Browning indiex 
(Abs@440nm) pH 
Control 2.03 ± 0.08 0.11 ± 0.01 25.87 ± 0.41 0.441 ± 0.01 5.46 ± 0.00a 
T.  halophilus MS33 2.10 ± 0.00 0.11 ± 0.01 26.38 ± 0.041 0.474 ± 0.01 5.43 ± 0.01b 
T.  halophilus 
MCD10-5-10 2.05 ± 0.57 0.11 ± 0.00 26.20 ± 1.44 0.456 ± 0.00 5.43 ± 0.01
b 
      Letters indicate significant difference in the same column (p<0.05). 
 
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระในตวัอย่าง ซ่ึงมีผลต่อรสชาติของผลิตภณัฑ์แสดงดังตารางท่ี 4.6  
ปริมาณกรดอะมิโนอิสระรวมของตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus มีค่าสูงกว่าตวัอยา่งท่ีหมกัทางการ
คา้เป็นเวลา 12 เดือน  ตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2  ไอโซเลท มีปริมาณกรดอะมิโน
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โพรลีน (Proline) และวาลีน (Valine) สูงกวา่ตวัอยา่งควบคุม (ไม่ไดเ้ติมกลา้เช้ือ) และตวัอยา่งทางการคา้
ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน กรดอะมิโน 2 ชนิดน้ีน่าจะเป็นผลิตผลจาก Protein metabolism ของแบคทีเรีย
กรดแลก็ติก ตวัอยา่งทางการคา้มีปริมาณกรดอะมิโนไลซีน (Lysine) และกลูทามิก (Glutamin) อิสระมาก
ท่ีสุด ส่วนตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 มีปริมาณกรดอะมิโนกลูทามิกอิสระมากกว่า
ตวัอยา่งควบคุม ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีให้รสชาติ Umami ในผลิตภณัฑ ์ดงันั้นแบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีไม่
เพียงแต่เร่งกระบวนการหมกัแต่ยงัใหผ้ลิตผลเป็นกรดอะมิโนท่ีมีผลต่อรสชาติ Umami อีกดว้ย กรดอะมิ-
โนอิสระอาร์จีนีน (Arginine) ในตวัอยา่งท่ีศึกษาทั้งหมดมีค่าสูงกว่าในตวัอยา่งทางการคา้  กรดอะมิโน
อาร์จีนีนเป็นดชันีบ่งช้ีคุณภาพความสดของปลา ปลาท่ีมีคุณภาพความสดตํ่าจะมีอาร์จีนีนตํ่าดว้ย เน่ืองจาก
อาร์จีนีนจะถูกเอนไซมใ์นจุลินทรียเ์ปล่ียนไปเป็น Ornithin และ Putrescine ในท่ีสุด ปลาท่ีใชใ้นการ
ทดลองมีคุณภาพความสดสูงกวา่ปลาท่ีใชใ้นโรงงาน ปริมาณอาร์จีนีนอิสระจึงมีค่าสูงกวา่  
 
ตารางที ่4.6  ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ (Free amino acid, มก./100 มล.) ในตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีหมกัดว้ยกลา้
เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกเป็นเวลา 6 เดือน และหมกัทางการคา้เป็นเวลา 12 เดือน  
Amino acid Control T. halophilus MS33 T. halophilus MCD10-5-10 Commercial 
Aspartic acid 550.47 592.82 592.94 590.15 
Threonine 527.68 570.9 563.21 515.35 
Serine 418.24 303.06 284.78 388.16 
Glutamic acid 906.91 981.24 970.83 1035.50 
Proline 846.64 988.08 924.43 526.80 
Glycine 211.94 235.72 236.25 322.83 
Alanine 362.95 714.37 705.56 698.39 
Valine 701.49 756.22 744.78 649.79 
Methionine 255.56 263.53 268.09 254.56 
Isoleucine 405.63 433.66 416.06 376.38 
Leucine 479.18 513.62 482.41 489.63 
Tyrosine 89.23 96.1 86.32 81.59 
Phenylalanine 398.72 427.57 417.67 354.42 
Histidine 910.92 988.91 973.76 316.09 
Lysine 361.78 385.26 386.13 971.35 
Arginine 696.41 405.73 421.88 5.11 
Total 8123.74 8656.79 8475.08 7576.10 
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เม่ือพิจารณาปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด (Total amino) จะพบวา่ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมดใน
ตวัอยา่งนํ้าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 มีค่าสูงกว่าตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีหมกัในหอ้งปฏิบติัการ แต่
นอ้ยกว่าตวัอยา่งทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน (ตารางท่ี 4.7) โดยปริมาณกรดอะมิโนอิสระมีค่า
ใกลเ้คียงกบักรดอะมิโนทั้งหมด ซ่ึงบ่งช้ีว่ากรดอะมิโนท่ีอยูใ่นตวัอยา่งท่ีเติม T. halophilus  MS33 อยูใ่น
รูปอิสระ ในขณะท่ีตวัอย่างทางการคา้จะมีค่ากรดอะมิโนทั้งหมดสูงกว่ากรดอะมิโนอิสระ ซ่ึงหมายถึง
กรดอะมิโนท่ีอยู่ในนํ้ าปลาท่ีหมกัทางการคา้จะดาํรงอยูใ่นรูปเพปไทด์ ซ่ึงอาจไม่เป็นผลดีต่อเสถียรภาพ
ของผลิตภณัฑ์ เน่ืองจากเพปไทด์มีแนวโน้มท่ีจะรวมตวักนัเป็นตะกอน ตวัอย่างท่ีเติมกลา้เช้ือ T. 
halophilus  MS33 มีปริมาณกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) และไลซีน (Lysine) สูงกวา่ตวัอยา่งควบคุม  
 
ตารางที ่4.7  ปริมาณกรดอะมิโนทั้งหมด (Total amino acid, มก./100 มล.) ในตวัอยา่งนํ้าปลาท่ีหมกัดว้ย
กลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกเป็นเวลา 6 เดือนและหมกัทางการคา้เป็นเวลา 12 เดือน  
Amino acid Control T. halophilus MS33 T. halophilus MCD10-5-10 Commercial 
Aspartic acid 669.2 695.49 688.05 650.31 
Threonine 443.05 447.28 445.62 529.48 
Serine 389.92 353.65 316.32 471.46 
Glutamic acid 926.77 1350.71 986.55 1244.64 
Proline 570.06 729.74 575.88 510.56 
Glycine 381.08 371.6 383.79 367.93 
Alanine 487.07 486.01 493.93 494.35 
Valine 443.92 489.23 448.6 644.88 
Methionine 306.26 331.69 309.26 414.62 
Isoleucine 423.46 449.31 422.94 535.57 
Leucine 460.74 523.57 454.59 757.62 
Tyrosine 97.06 169.44 91.3 418.08 
Phenylalanine 430.05 572.8 460.13 815.78 
Histidine 457.86 479.92 461.55 565.31 
Lysine 607.13 752.16 738.23 778.21 
Arginine 645.01 457.09 414.52 533.41 
Total 7738.64 8659.68 7691.25 9732.21 
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นอกจากน้ียงัพบว่าตวัอยา่งนํ้ าปลาทางการคา้ท่ีหมกัโดยวิธีแบบดั้งเดิมมีปริมาณกรดอะมิโนกลู-
ทามิก (Glutamin) วาลีน (Valine) ลูซีน (Leucine) ไทโรซีน (Tyrosine) และฟีนิลอะลานีน (Phenyl-
alanine) สูงกวา่ตวัอยา่งอ่ืน (ตารางท่ี 4.7) โดยกรดอะมิโนไทโรซีน และ ฟีนิลอะลานีน เป็นกรดอะมิโนท่ี
ไม่ชอบนํ้ าและเป็นสาเหตุของการเกิดตะกอนเพปไทดใ์นนํ้ าปลา จากการทดลองน้ีพบว่าการใชก้ลา้เช้ือ
โดยเฉพาะในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลก็ติกสามารถปรับปรุงคุณภาพของกรดอะมิโนในนํ้าปลาได ้
เม่ือวิเคราะห์สารระเหยท่ีให้กล่ินรสจากนํ้ าปลาท่ีหมกัดว้ยแบคทีเรียกรดแล็กติกในเดือนท่ี 6 
พบว่าสารระเหยท่ีวิเคราะห์ไดจ้ดัอยู่ในกลุ่มสารประกอบของอลัดีไฮด์  คีโตน และแอลกอฮอล์ สาร
ระเหยในกลุ่มอลัดีไฮด์ท่ีพบคือ 2-Methylpropanal, 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal, 3-(Methylthio)-
propanal และ Benzaldehyde (ตารางท่ี 4.8) มีรายงานวา่สารประกอบ 2-Methylpropanal และ 2-Methyl-
butanal ใหก้ล่ิน  “Meaty” ในนํ้ าปลา (Peralta et al., 1996; Fukami et al., 2002) ตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ 2 
ไอโซเลท มีปริมาณของสารประกอบ 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal และ Benzaldehyde ไม่แตกต่าง
จากตวัอยา่งควบคุม (p>0.05) เม่ือพิจารณาถึงปริมาณแอลฟาอะมิโนของตวัอยา่งท่ีมีการเติมแบคทีเรียไอ-
โซเลท MS33 พบว่ามีปริมาณแอลฟาอะมิโนเพิ่มมากข้ึน (ตารางท่ี 4.3) ซ่ึงน่าจะส่งผลถึงการเพ่ิมข้ึนของ
สารประกอบท่ีใหก้ล่ินรส เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลก็ติกใชเ้พปไทดส์ายสั้นและกรดอะมิโนอิสระในการ
ผลิตสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรส (Law and Haandrikman, 1995; Magboul and McSweeney, 1999) ส่วน
สารระเหยในกลุ่มคีโตนท่ีพบไดแ้ก่ 2-Butanone, 3-Methyl-2-butanone, 2,3-Butanedione และ Cyclo-
hexanone ซ่ึงใหก้ล่ินเนยแขง็ (Cheesy) ในนํ้ าปลา (Peralta et al., 1996) ไม่ไดมี้ปริมาณเพิ่มข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุม และมีค่านอ้ยกวา่ตวัอยา่งท่ีหมกัทางการคา้เป็นเวลา 12 เดือน  Shimoda et 
al. (1996) รายงานถึงสารประกอบ Volatile fatty acids ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใหก้ล่ิน “Cheesy” ท่ีพบใน
นํ้ าปลา ไดแ้ก่ Acetic acid, Propanoic acid, 2-Methylpropanoic acid, Butanoic acid และ 3-Methyl-
butanoic acid โดย 2-Methylpropanoic acid  เป็นสารหลกัท่ีใหก้ล่ินดงักล่าว แต่จากการวิเคราะห์สาร 
ประกอบท่ีใหก้ล่ินรสของนํ้ าปลาท่ีหมกัดว้ยแบคทีเรียกรดแล็กติก ไม่พบสารประกอบในกลุ่ม Volatile 
fatty acids ส่วนสารประกอบแอลกอฮอลท่ี์พบในตวัอยา่งนํ้ าปลา ไดแ้ก่ Ethanol, 1-Propanol, 2-Methyl-
1-propanol, 1-Butanol, 1-Penten-3-ol, 1-Penten-3-ol, 3-Methyl-1-butanol และ 1-Pentanol แต่ยงัไม่มีการ
รายงานถึงบทบาทของแอลกอฮอล์ต่อการให้กล่ินรสของนํ้ าปลา  จากการรับรู้ (Perception) ของชาว
ต่างประเทศหรือผูท่ี้ไม่คุน้เคยกบันํ้ าปลา จะใหค้วามเห็นว่านํ้าปลามีกล่ินรสท่ีไม่พึงประสงค ์ซ่ึงสารท่ีให้
กล่ินดงักล่าว คือ Dimethyl disulfide ซ่ึงใหก้ล่ินอุจจาระ (Fecal note) ตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีหมกัจากโรงงาน
เป็นเวลา 12 เดือน มีสารดงักล่าวสูงกว่าตวัอยา่งจากหอ้งปฏิบติัการ นอกจากนํ้าปลาท่ีเติมแบคทีเรีย T. 
halophilus มีปริมาณ Dimethyl disulfide นอ้ยกว่าตวัอย่างควบคุม (p<0.05, ตารางท่ี 4.8) โดยไม่พบ
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สารประกอบ Dimethyl disulfide ในตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมไอโซเลท MCD10-5-10 จึงเป็นไปไดว้า่แบคที-
เรียกรดแลก็ติกมีผลช่วยลดกล่ินท่ีไม่พึงประสงคไ์ด ้ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการพฒันาผลิตภณัฑน์ํ้ าปลา
เพื่อใหก้ล่ินท่ีเป็นท่ียอมรับในผูบ้ริโภคทั้งชาวไทยและต่างประเทศมากข้ึน 
 
ตารางที ่4.8  ปริมาณสารระเหยสมัพทัธ์กบัสารมาตรฐานภายในของนํ้าปลาหมกัดว้ยกลา้เช้ือแบคทีเรีย
กรดแลก็ติกเป็นเวลา 6 เดือน เทียบกบัตวัอยา่งทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน 
RI* 
 
Compounds  
 
Relative peak area** 
Commercial Control T. halophilus MS33 T. halophilus MCD10-5-10 
  Alcohols         
1022   Ethanol 0.065a 0.040b 0.072 a ND 
1041   2-Butanol 0.063a 0.001b 0.001b 0.001 
1049   1-Propanol 1.094a 0.011b 0.006b ND 
1110   2-Methyl-1-propanol 0.062a 0.002b 0.004b ND 
1172   3-Pentanol 0.035a ND ND 0.002b 
1188   2-Pentanol 0.005 ND ND ND 
1185   1-Butanol 0.128a 0.026b 0.027 b 0.027 b 
1193   1-Penten-3-ol 0.214 a 0.061 b 0.045 b ND 
1205   3-Methyl-1-butanol  0.024a 0.001c 0.010b ND 
1255   1-Pentanol 0.014a 0.007b 0.004b 0.003b 
1327   (E)-2-Penten-1-ol 0.010 0.004 ND 0.008 
1336   (Z)-2-Penten-1-ol 0.027a 0.003b 0.005b 0.009b 
1444   2-Ethyl-1-hexanol  0.001 0.003 0.002 0.003 
  Aldehydes         
784   Propanal 0.511 ND ND ND 
830   2-Methylpropanal 0.017c ND 0.065b 0.076b 
906   2-Methylbutanal 0.591a 0.220b 0.245 b 0.227 b 
911   3-Methylbutanal  0.292a 0.232a 0.255 a 0.073c 
1104   2-Methyl-2-butenal 0.179 ND ND ND 
1615   3-(Methylthio)  propanal 0.051 0.015 0.019 0.016 
1459   Benzaldehyde 0.025 0.014 0.023 0.028 
 
      
  
 
 
 
 
 
 
62 
    ตารางที ่4.8 (ต่อ) 
RI* 
 
Compounds  
 
Relative peak area** 
Commercial Control T. halophilus MS33 T. halophilus MCD10-5-10 
  Ketones         
888   2-Butanone 0.894a 0.312b 0.270 b 0.009c 
929   3-Methyl-2-butanone 0.075a 0.020b 0.008c ND 
980   2-Pentanone 0.017 ND ND ND 
1050   2,3-Butanedione 0.006 0.008 0.003 ND 
1315   Cyclohexanone 0.117a 0.046b 0.043b 0.046b 
 Esters     
863 Ethyl acetate 0.146a 0.006b ND 0.121a 
 
Sulfur-contaning 
compounds     
818 Dimethyl sulfide 0.002 ND ND ND 
1120 Dimethyl disulfide 0.075 a 0.038b 0.013 c ND 
 
Nitrogen-containing 
compounds     
1176 Methylpyrazine 0.009 0.005 0.003 0.005 
1377 2,6-Dimethyl pyrazine 0.008 0.001 0.002 ND 
       ND = Not detected. 
       Different superscripts indicate significant differences in the same row (p<0.05). 
           *Retention indices calculated for DB-WAX column using n-alkanes as standards. 
            **The values represent the ratio of the peak area of any compound to that of internal standard (cyclohexanol). 
 
เม่ือทดสอบความชอบโดยผูท้ดสอบจากสถานประกอบการ พบว่าผูท้ดสอบชอบสีของนํ้ าปลาท่ี
เติมกลา้เช้ือเทียบเท่ากบันํ้ าปลาทางการคา้ท่ีหมกั 12 เดือน และตวัอยา่งควบคุม (p>0.05, ตารางท่ี 4.9) 
แมว้่ากล่ินของตวัอย่างท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียจะมีกล่ินท่ีอ่อนกว่า แต่คะแนนความชอบกล่ินรสของ
ตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือไม่แตกต่างจากนํ้ าปลาทางการคา้ และตวัอยา่งควบคุม (p>0.05) เน่ืองจากผู ้
ทดสอบมีความคุน้เคยกบักล่ินนํ้ าปลาแบบดั้งเดิม (ทางการคา้) ผูท้ดสอบบางคนใหค้วามเห็นวา่นํ้ าปลาท่ี
เติมกลา้เช้ือแบคทีเรียมีกล่ินท่ีอ่อนกว่านํ้ าปลาทางการคา้ เม่ือพิจารณาถึงกล่ินรสและความชอบโดยรวม 
พบว่าคะแนนของกล่ินรสและความชอบโดยรวมของตวัอย่างนํ้ าปลาท่ีเติมแบคทีเรียกรดแล็กติก T. 
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halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 ไม่แตกต่างจากนํ้าปลาทางการคา้ และตวัอยา่งควบคุม
(p>0.05)  
ตารางที ่4.9   คะแนนความชอบต่อตวัอยา่งนํ้าปลาเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก T. halophilus ท่ีหมกั
เป็นเวลา 6 เดือน เทียบกบัตวัอยา่งทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน  
 
Samples 
Attributes 
Color Odor Flavor Overall 
acceptance 
Commercial 5.45 ± 1.04 4.73 ± 1.74 4.73 ± 1.35a 4.91 ± 1.38 
Control 4.82 ± 0.40 4.27 ± 1.01 3.55 ± 0.82b 4.09 ± 0.94 
MS33 4.82 ± 0.60 4.00 ± 1.18 3.64 ± 1.36ab 4.27 ± 1.10 
MCD10-5-10 4.82 ± 0.60 4.18 ± 1.08 3.91 ± 1.22ab 4.36 ± 1.12 
Acceptance score: 7 = extremely like; 4 = neither like nor dislike; 1 = extremely dislike. 
Different superscripts indicate significant difference in the same column (p<0.05). 
 
4.3   การหมักน้ําปลาโดยใช้กล้าเช้ือจากแบคทเีรียกรดแลก็ติกร่วมกบัการใช้โปรติเนสจากปลากะตัก 
 แมว้่าการศึกษาในหวัขอ้ 4.1 พบว่าการบ่มปลากะตกัท่ี 50 องศาเซลเซียส ท่ีเกลือโซเดียมคลอ-
ไรดเ์ขม้ขน้ 10% มีผลต่อการเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองสูงสุด แต่ผลการศึกษาบ่งช้ีว่าการบ่มท่ีอุณห-
ภูมิสูงมีผลต่อเสถียรภาพของเอนไซมใ์นระยะยาว อีกทั้งการใชอุ้ณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส เป็นกระบวน 
การท่ีตอ้งใชพ้ลงังานในกระบวนการผลิต หากสามารถลดอุณหภูมิลงไดแ้มเ้พียง 1-2 องศาเซลเซียส จะ
ทาํให้ลดการใชพ้ลงังานลงมาก จึงไดศึ้กษาเปรียบเทียบอุณหภูมิระหว่าง 40 และ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึง
พบว่าการย่อยสลายตวัเองของปลากะตกัท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ท่ีเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 
10% ยงัคงมีค่าสูงกว่าท่ี 40 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 4.10) แต่อยา่งไรกต็าม เม่ือพิจารณาปริมาณฮีสตามีน
ท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง พบว่าท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ส่งผลใหเ้กิดการสะสมของฮีสตามีนสูงกว่าท่ี 40 
องศาเซลเซียส โดยมีค่าฮีสตามีนในช่วง 28.78-33.47 มิลลิกรัม/100 กรัม ซ่ึงเกินค่ามาตรฐาน (20 
มิลลิกรัม/100 กรัม) ของประเทศแคนาดา (CFIA, 2003) ดงันั้นจึงเลือกใชส้ภาวะในการบ่มท่ี 40 องศา-
เซลเซียส ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เป็นสภาวะในการเหน่ียวนาํการยอ่ย
สลายตวัเองในการหมกันํ้าปลา 
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ตารางที ่ 4.10 ระดบัการยอ่ยสลายตวัเองของปลากะตกัเม่ือบ่มท่ี 40 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง 
Incubation 
temperature (ºC) 
NaCl  
(%) 
TCA-soluble oligopeptide 
Tyrosine  
(μmol/g sample) 
α-Amino content  
(μmol/g sample) 
40 
  
10 1.20c 8.80b 
15 0.90d 6.15d 
50 
  
10 1.86a 10.40a 
15 1.47b 8.13c 
            Letters indicate significant difference in the same column (p<0.05). 
 
 4.3.1  ผลการเติมกลา้เช้ือในกระบวนการหมกันํ้าปลา 
ก. การเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย์ 
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงของจาํนวนจุลินทรียท่ี์ตรวจนับดว้ยอาหาร PCA ท่ีเติม
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 15% ซ่ึงเป็นการตรวจนับประชากรแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง (Moderate 
holophiles) ท่ีตอ้งการอากาศ พบว่าในช่วงเร่ิมตน้ของการหมกัตวัอย่างควบคุมมีเช้ือประจาํถ่ินอยูเ่พียง
เลก็นอ้ยคือ 2-3 Log CFU/มิลลิลิตร และตรวจไม่พบในตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก (ตา-
รางท่ี 4.11) นอกจากน้ียงัตรวจไม่พบประชากรแบคทีเรียกรดแล็กติกด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ใน
ตวัอย่างควบคุมไม่ว่าจะบ่มหรือไม่บ่มตวัอย่างก่อนการหมกั ส่วนตวัอย่างท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรด 
แลก็ติกมีประชากรแบคทีเรียกรดแลก็ติกอยูป่ระมาณ 7 Log CFU/มิลลิลิตร ปริมาณเช้ือแบคทีเรียชอบเคม็
มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในเดือนท่ี 2 ของการหมกัในทุกตวัอยา่ง เน่ืองจากจาํนวนเช้ือท่ีตรวจนบัไดด้ว้ยอาหาร 
PCA ท่ีเติมเกลือ 15% เพ่ิมข้ึนเป็น 5-6 Log CFU/มิลลิลิตร ประชากรกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติกมี
แนวโนม้ลดลงประมาณ 2-3 Log CFU/มิลลิลิตร ในเดือนท่ี 2 ของการหมกัเช่นกนั นอกจากน้ีตรวจไม่พบ
แบคทีเรียทนเค็มและแบคทีเรียกรดแล็กติกหลงัจากเดือนท่ี 3-7 ในตวัอย่างท่ีไม่บ่ม ส่วนตวัอย่างท่ีบ่ม
ก่อนเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 พบการคงอยูข่องแบคทีเรียกรดแลก็ติก 5-7 Log CFU/มิลลิ-
ลิตร ในเดือนท่ี 3 และไม่พบประชากรแบคทีเรียหลงัจากนั้น ผลการศึกษาบ่งช้ีว่าการบ่มปลาก่อนการ
หมกัท่ี 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ไม่มีผลต่อการคงอยูข่องกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก แมว้่า
ตวัอยา่งดงักล่าวจะมีปริมาณเพปไทดแ์ละกรดอะมิโนสูงกวา่ตวัอยา่งท่ีไม่ไดบ้่มกต็าม 
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ตารางที ่4.11 การเปล่ียนแปลงของจุลินทรียใ์นช่วง 3 เดือนแรกของการหมกั ในตวัอย่างนํ้ าปลาบ่มท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และ
ไม่บ่ม โดยหมกัดว้ยกลา้เช้ือ T. halophilus   MCD10-5-10 และ T. halophilus MS33 
Fermentation time 
(month) 
  
Condition 
Bacteria counts (Log CFU/mL) 
Sample PCA MRS 
0 Control Incubation 2.77 ND 
MCD10-5-10 at 40°C, 10%NaCl, 4h ND 7.11 
MS33 ND 7.00 
Control 3.22 ND 
MCD10-5-10 No incubation ND 7.10 
  MS33 ND 6.94 
2 Control Incubation 5.26 4.94 
MCD10-5-10 at 40°C, 10%NaCl, 4h 5.88 5.15 
MS33 5.46 5.15 
Control 5.34 4.63 
MCD10-5-10 No incubation 5.57 5.20 
  MS33 5.57 4.80 
3 Control Incubation 1.48 1.48 
MCD10-5-10 at 40°C, 10%NaCl, 4h ND 5.75 
MS33 ND ND 
Control ND ND 
MCD10-5-10 No incubation ND ND 
  MS33 ND ND 
       ND = Not detected. 
 
ข. การเปล่ียนแปลงทางเคมี 
เม่ือติดตามการเปล่ียนแปลงปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปไทโรซีนในตวัอยา่งปลาท่ีผา่น
การบ่ม และไม่บ่มก่อนการหมกัปลา  พบว่าปริมาณโอลิโกเพปไทด์รูปไทโรซีนมีแนวโน้มลดลงจาก
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เดือนแรก (p<0.05, รูปท่ี 4.11a, 4.12a) ตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 ท่ีผา่นการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง มีปริมาณโอลิโก-
เพปไทดสู์งสุดในเดือนแรกของการหมกั ซ่ึงแสดงถึงการยอ่ยสลายโปรตีน (p<0.05, รูปท่ี 3.11a) ในขณะ
ท่ีตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T.  halophilus MS33 ท่ีไม่ผา่นการบ่ม มีปริมาณโอลิโกเพปไทดสู์งกว่าชุดทดลอง
ท่ีผ่านการบ่ม (p<0.05, รูปท่ี 4.12a)  ปริมาณไทโรซีนของทุกตวัอยา่งใกลเ้คียงกนัในแต่ละช่วงเวลาของ
การหมกั ปริมาณโอลิโกเพปไทด์ในรูปไทโรซีนอาจไม่ใช่ดชันีท่ีดีในการบ่งบอกระดบัการย่อยของ
โปรตีนในระบบการหมกั หากเพปไทด์ท่ีถูกปลดปล่อยไม่มีกลุ่มไทโรซีน ปริมาณโอลิโกเพปไทด์จาก
การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Lowry จะไม่เพิ่มข้ึน 
ปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group) ซ่ึงแสดงถึงการยอ่ยสลายของโปรตีนมี
ค่าเพิ่มข้ึนในระหวา่งกระบวนการหมกัในทุกตวัอยา่งจากเดือนแรก (p<0.05, รูปท่ี 4.11b, 4.12b) ตวัอยา่ง
ท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 (ท่ีผา่นการบ่ม และไม่บ่ม) และตวัอยา่งบ่มท่ีเติมกลา้เช้ือ T.   
halophilus MS33 มีปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนสูงกวา่ตวัอยา่งควบคุมและมากกวา่กลุ่มตวัอยา่งท่ีไม่ผา่น
การบ่มก่อนการหมกัในช่วง 3 เดือนแรก (p<0.05) ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่การเติมกลา้เช้ือในตวัอยา่งท่ีผา่นการ
บ่มมีผลเร่งการยอ่ยสลายโปรตีนในช่วงตน้ (3 เดือนแรก) ของการหมกัมากกวา่การเติมกลา้เช้ือในตวัอยา่ง
ท่ีไม่ไดบ้่ม เม่ือหมกัครบ 7 เดือน ยงัพบวา่ตวัอยา่งท่ีผ่านการบ่มก่อนการเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 
มีค่าปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนสูงกว่าตวัอยา่งท่ีไม่ผ่านการบ่ม (p<0.05, รูปท่ี 4.11b) ซ่ึงยืนยนัว่าการ
เหน่ียวนาํในปลาใหเ้กิดการยอ่ยสลายตวัเองท่ี 40 องศาเซลเซียส ก่อนการเติมกลา้เช้ือส่งผลใหเ้กิดการยอ่ย
สลายโปรตีนในช่วงการหมกั อยา่งไรกต็าม เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมกลบัพบวา่ตวัอยา่งบ่มมีค่า
ปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโนตํ่ากว่าตวัอย่างท่ีไม่บ่มก่อนการหมกั แสดงให้เห็นว่าการเหน่ียวนาํการย่อย
สลายตวัเองก่อนการหมกัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จะมีผลต่อการยอ่ยสลายโปรตีนปลาในระบบการ
หมกัในระยะยาว โดยการบ่มท่ีอุณหภูมิดงักล่าวอาจมีผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม ์ส่งผลใหร้ะดบัการ
ยอ่ยสลายโปรตีนมีค่าตํ่ากว่าตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่ไดบ่้ม ประสิทธิภาพการยอ่ยโปรตีนในระบบการหมกั
นํ้ าปลาของตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 สูงกว่า T. halophilus MCD10-5-10 เม่ือเปรียบ 
เทียบตวัอยา่งควบคุมท่ีบ่มและตวัอยา่งบ่มท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 พบวา่ตวัอยา่งบ่มท่ีเติมกลา้
เช้ือมีค่าสูงกว่า แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการย่อยโปรตีนของกลา้เช้ือน้ี แต่เม่ือเปรียบเทียบกบั
ตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่ไดบ่้มพบว่าตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 มีค่าตํ่ากว่า จากท่ีกล่าวมา
ขา้งตน้ การบ่มมีแนวโนม้ลดกิจกรรมของโปรติเนสในปลา และอาจทาํลายเช้ือประจาํถ่ินบางส่วน ส่งผล
ใหร้ะดบัการยอ่ยลดลง ผลการทดลองน้ีบ่งช้ีวา่การเหน่ียวนาํปลาใหเ้กิดการยอ่ยสลายตวัเองท่ีอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส อาจไม่เป็นผลดีต่อกระบวนการหมกันํ้ าปลาในระยะยาว แต่หากมีการเติมกลา้เช้ือใน
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กระบวนการหมกั การเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองก่อนการหมกัจะส่งผลใหก้ารยอ่ยสลายโปรตีนของ
ระบบการหมกัดีกวา่การไม่ไดเ้หน่ียวนาํ 
การเติมกลา้เช้ือแบคทีเรีย T. halophilus MS33 ลงในตวัอยา่งท่ีผ่านการเหน่ียวนาํการ
ยอ่ยสลายตวัเองก่อนการหมกั มีความสามารถในการยอ่ยสลายโปรตีนไดสู้งกวา่ T.  halophilus MCD10-
5-10 การเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองก่อนการหมกัมีผลเพ่ิมประสิทธิภาพการยอ่ยสลายโปรตีนของกลา้
เช้ือแบคทีเรีย T. halophilus MS33 แต่ไม่มีผลต่อการยอ่ยโปรตีนของกลา้เช้ือ T.  halophilus MCD10-5-
10 จะเห็นไดว้่าเช้ือต่างสายพนัธ์ุมีปัจจยัแวดลอ้มท่ีมีผลต่อการสร้างโปรติเนสท่ีต่างกนั ดงันั้นการใช ้T. 
halophilus MS33 เป็นกลา้เช้ือควรจะใชใ้นระบบการหมกัท่ีปลาไดผ้า่นการยอ่ยมาแลว้ในระดบัหน่ึง ซ่ึง
จะทาํใหร้ะดบัการยอ่ยโปรตีนของปลามีค่าสูงเม่ือการหมกัเสร็จสมบูรณ์ การเพ่ิมข้ึนของแอลฟาอะมิโน
อาจมีผลต่อการสร้างสารระเหยท่ีใหก้ล่ินรสในนํ้ าปลาไดอี้กดว้ย เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของแอลฟาอะมิโน
แสดงให้เห็นถึงการเพ่ิมข้ึนของเพปไทด์สายสั้น และกรดอะมิโนอิสระ ซ่ึงแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลท 
สามารถใชเ้ป็นสารตั้งตน้เพ่ือเปล่ียนเป็นสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรสได ้(Law and Haandrikman, 1995; 
Magboul and McSweeney, 1999)  
ส่วนการหมกัแบบไม่เติมกลา้เช้ือนั้น การบ่มปลาเพื่อเหน่ียวนาํใหเ้กิดการย่อยสลายตวั
เองก่อนการหมกัไม่ไดเ้พ่ิมประสิทธิภาพการยอ่ยสลายในกระบวนการหมกัอยา่งท่ีเขา้ใจกนั ดงัจะเห็นได้
ว่าการบ่มปลาก่อนการหมกัไม่ไดส่้งผลให้ปริมาณแอลฟาอะมิโนสูงในเดือนท่ี 7 เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งท่ี
ไม่ไดผ้่านการบ่ม ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะการบ่มท่ี 40 องศาเซลเซียส มีผลลดเสถียรภาพของเอนไซมใ์นตวั
ปลา ซ่ึงอาจไม่เร่งกระบวนการยอ่ยโปรตีนในระหวา่งกระบวนการหมกัในระยะยาว Orejana and Liston 
(1982) พบว่า Serine proteinase ประเภท Trypsin-like proteinase จากตวัปลามีบทบาทสาํคญัต่อการยอ่ย
สลายโปรตีนโดยเฉพาะในระยะ 1 เดือนแรกของการหมกั  Gildberg and Shi (1994) รายงานวา่ กิจกรรม
ของเอนไซมท์ริปซินในนํ้ าปลาท่ีหมกัจากเคร่ืองใน (Vicera) ของปลาคอด (Cod) นั้นลดลงอยา่งต่อเน่ือง
นบัจากวนัเร่ิมตน้ของการหมกั  และไม่พบกิจกรรมของเอนไซมใ์นวนัท่ี 25 ของการหมกั การยอ่ยสลาย
อยา่งรวดเร็วนั้นเกิดจากเอนไซมใ์นตวัปลาในกลุ่ม Cathepsins จะเห็นไดว้่าการยอ่ยสลายโดยเอนไซมใ์น
ตวัปลามีบทบาทสาํคญัต่อกระบวนการหมกันํ้าปลาโดยเฉพาะในระยะเวลาเร่ิมตน้ของการหมกั    
เม่ือพิจารณาคุณสมบติัทางเคมีทัว่ไปของนํ้ าปลาในเดือนท่ี 7 (ตารางท่ี 4.12)  ไนโตรเจน
รวมทั้งหมดซ่ึงเป็นค่าท่ีบ่งช้ีปริมาณโปรตีนไนโตรเจนและสารประกอบท่ีไม่ใช่โปรตีน เช่น แอมโมเนีย 
กรดอะมิโนอิสระ นิวคลีโอไทด์ ยเูรีย และไตรเมทิลามีน (Trimethylamine, TMA) ซ่ึงพบว่าปริมาณ
ไนโตรเจนรวมทั้งหมดของชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท ท่ีผ่านการบ่มไม่ต่างกบัชุด
ทดลองท่ีไม่ผา่นการบ่ม (p>0.05) นอกจากน้ีค่า pH ปริมาณเกลือ และค่าสีของชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือทั้ง 
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รูปที่ 4.11  ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูป (a)ไทโรซีน และ (b)กลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group 
content) ในตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 โดยปลาผา่นการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ี
ไม่ผา่นการบ่มก่อนการหมกันํ้าปลา ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
(a) 
(b) 
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รูปที่ 4.12  ปริมาณโอลิโกเพปไทด์ในรูป (a)ไทโรซีน และ (b)กลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group 
content) ในตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 โดยปลาผา่นการบ่มท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ีไม่ผ่าน
การบ่มก่อนการหมกันํ้าปลา ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
 
(a) 
(b) 
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2 ไอโซเลท ท่ีผ่านการบ่มไม่ต่างกบัชุดทดลองท่ีไม่ผ่านการบ่ม (p>0.05) นอกจากน้ีค่า pH ปริมาณเกลือ 
และค่าสีของชุดทดลองท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด ท่ีผา่นการบ่มไม่ต่างกบัชุดทดลองท่ีไม่ผา่นการ
บ่ม (p>0.05) เช่นกนั ดงันั้นการใช ้T. halophilus MS33 และ T. halophilus MCD10-5-10 เป็นกลา้เช้ือใน
ระบบการหมกัอาจไม่จาํเป็นตอ้งเหน่ียวนาํใหป้ลาเกิดการยอ่ยสลายตวัเองก่อนการหมกั 
 
ตารางที่ 4.12   คุณสมบติัทางเคมีและกายภาพของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 และ 
T. halophilus MCD10-5-10 โดยปลาผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เกลือ
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ีไม่ไดบ่้มก่อนการหมกั 
Sample 
 
Condition 
Total nitrogen  
(%) 
pH 
 
Salt 
 (%) 
Browning 
index 
Control Incubation 
at 40°C, 
10%NaCl, 4h 
1.87 5.31 27.1 0.674 
MCD10-5-10 1.90 5.40 27.9 0.721 
MS33 1.90 5.33 27.6 0.682 
Control  
No incubation 
1.82 5.26 27.6 0.702 
MCD10-5-10 1.85 5.29 28.7 0.720 
MS33 1.91 5.28 27.4 0.716 
 
          ไบโอจีนิกเอมีนท่ีตรวจพบมี 6 ชนิดคือ ทริปตามีน (Tryptamine) พิวทรีสซีน (Putrescine)            
คาดาเวอรีน (Cadaverine) ฮีสตามีน (Histamine) สเปอร์มิดีน (Spermidine) และ สเปอร์มีน (Spermidine)  
ไบโอจีนิกเอมีนเหล่าน้ีพบไดใ้นผลิตภณัฑป์ลา (Malle et al., 1996) โดยพบฮีสตามีนในช่วง 12.91-16.22  
มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร (ตารางท่ี 4.13) ซ่ึงเป็นค่าท่ีไม่เกินมาตรฐานท่ีกาํหนดไวท่ี้ 20 มิลลิกรัม/100 
มิลลิลิตร (CFIA, 2003) แสดงวา่สภาวะท่ีใชเ้พื่อเหน่ียวนาํการยอ่ยสลายตวัเองไม่ก่อใหเ้กิดการสะสมของ
ฮีสตามีน เน่ืองจากตวัอยา่งท่ีผ่านและไม่ผ่านบ่มมีค่าฮีสตามีนไม่แตกต่างกนั (p>0.05) และพบว่าตวัอยา่ง
นํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MCD10-5-10 (ท่ีผา่นและไม่ผ่านการบ่มก่อนการหมกั) และ T. halo-
philus MS33 ท่ีผา่นการบ่มก่อนการหมกัมีปริมาณฮีสตามีนสูงกวา่ตวัอยา่งนํ้าปลาท่ีเติม T. halophilus MS33 
ท่ีไม่ผา่นการบ่ม และตวัอยา่งควบคุม (p<0.05) การปนเป้ือนของฮีสตามีนในอาหารสามารถทาํใหเ้กิดอาการ
อาหารเป็นพิษได ้(Taylor, 1986)   ปริมาณฮีสตามีนตํ่า (นอ้ยกว่า 5 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) ถือเป็นส่ิงปกติ
ท่ีพบไดใ้นอาหาร  ส่วนปริมาณฮีสตามีนท่ีสูงกว่า 100 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร จะทาํใหผู้บ้ริโภคมีอาการ
อาหารเป็นพิษรุนแรงได ้นอกจากน้ียงัพบว่าไบโอจีนิกเอมีนบางชนิด เช่น พิวทรีสซีน และ คาดาเวอรีน มี
ผลเสริมความรุนแรงของฮีสตามีนดว้ย (Taylor, 1986) แต่พิวทรีสซีน และ คาดาเวอรีน ในการศึกษาน้ีไม่มี
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ความแตกต่างกนั (p>0.05) แสดงวา่สภาวะการบ่มท่ีเติมและไม่เติมกลา้เช้ือไม่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณไบเจ-
นิกเอมีนทั้ง 2 ชนิด ปริมาณทริปตามีนพบในตวัอยา่งท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus  MS33 ท่ีผา่นการบ่มมีค่า
นอ้ยท่ีสุด (6.49 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) ส่วนปริมาณพิวทรีสซีน สเปอร์มิดีน และ สเปอร์มีน ในทุกตวั-
อยา่งไม่ต่างกนั (p>0.05)  
 
ตารางที่ 4.13 ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนของตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 และ T. 
halophilus MCD10-5-10 โดยปลาผา่นการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียม-
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง และปลาท่ีไม่ไดบ่้มก่อนการหมกั 
Sample 
 
Condition 
Biogenic amines content (mg/100 ml) 
Tryptamine Putrescine Cadaverine Histamine Spermidine Spermine 
Control Incubation 
at 40°C, 
10%NaCl, 4h 
10.29ab 1.95 4.15b 13.43b 1.45 0.29 
MCD10-5-10 11.67a 2.52 4.27b 15.91a 1.45 0.36 
MS33 6.49b 2.20 4.19b 16.22a 1.73 0.50 
Control No 
incubation 
9.37ab 2.16 5.92a 13.29b 1.36 0.30 
MCD10-5-10 10.96ab 1.83 3.84b 14.99a 1.52 0.46 
MS33 10.49ab 1.91 4.12b 12.91b 1.29 0.42 
Letters indicate significant difference in the same column (p<0.05). 
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บทที ่5 
บทสรุป 
 
5.1 สรุปผลการวจิัย 
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเหน่ียวนาํให้เกิดการย่อยสลายโปรตีนของปลากะตกั คือการบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เกลือโซเดียมคลอไรด ์10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของ
การเร่งการยอ่ยสลายโปรตีนในกระบวนการหมกันํ้าปลา 
 แบคทีเรียกรดแลก็ติกจาํนวน 2 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งนํ้ าปลาหมกัเดือนท่ี 1 และ 5  
มีรูปร่างเซลลก์ลม เรียงตวัตวัเป็นคู่ (Pairs) และแบบส่ีเซลล ์(Tetrads) สามารถเจริญไดท่ี้ความเขม้ขน้ของ
เกลือโซเดียมคลอไรด ์0-25% และเจริญไดดี้ท่ีเกลือโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 5-10%  มีลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของ 16S rRNA gene เหมือนกบั T. halophilus ATCC 33315  99.0% จากขอ้มูลท่ีมีใน Nucleotide 
sequence database ของ NCBI สรุปไดว้่าแบคทีเรียกรดแลก็ติกทั้ง 2 ไอโซเลทเป็นชนิด T. halophilus 
อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกรดแล็กติกแต่ละไอโซเลทเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความแตกต่างกนัดา้นศกัยภาพการ
ผลิตเอนไซม์ และสารระเหยจากการย่อยโปรตีนของปลากะตกั รวมทั้งแบบแผนการหมกันํ้ าตาลชนิด
ต่างๆ และความสามารถในการเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
แบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีคดัแยกไดจ้ากกระบวนการหมกันํ้าปลาจาํนวน 2 ไอโซเลท นาํมาเล้ียงใน
อาหาร Fish broth ท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 25%  พบสารประกอบแอลกอฮอล ์ไดแ้ก่ Isopropyl alco-
hol, 1-Propanol, 1-Butanol, 1-Penten-3-ol, 3-Methyl-1-butanol, 1-Pentanol, และ 1-Hexanol ไอโซเลท 
MS33 สร้าง 2-Methylpropanal ในปริมาณท่ีมากกวา่ตวัอยา่งควบคุม T. halophilus MS มีแนวโนม้สร้าง
สารระเหยท่ีใหก้ล่ินเน้ือกบัผลิตภณัฑห์มกัท่ีปริมาณเกลือสูง และไม่ทาํให้เกิดกล่ินรสไม่พึงประสงคใ์น
ผลิตภณัฑน์ํ้าปลา  
จากการทดลองหมกัปลากะตกัร่วมกับการใช้แบคทีเรียกรดแล็กติกและเอนไซม์ทางการคา้ 
นํ้ าปลาท่ีไดมี้มาตรฐานเทียบเท่ากบันํ้ าปลาชั้นท่ี 1 หลงัจากการหมกัเป็นระยะเวลา 6 เดือน พบวา่จาํนวน
แบคทีเรียลดลงจากวนัเร่ิมตน้ 3-4 Log CFU/ มิลลิลิตร ในเดือนท่ี 2 และไม่สามารถตรวจนบัแบคทีเรียได้
ในเดือนท่ี 3 แต่อยา่งไรก็ตามปริมาณแอลฟาอะมิโนในตวัอยา่งท่ีเติม T. halophilus มีค่าสูงกว่าตวัอยา่ง
ควบคุม โดยอยูใ่นช่วง 704-727 มิลลิโมลาร์ ตวัอยา่งนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือ T. halophilus MS33 และ T. 
halophilus MCD10-5-10 มีปริมาณฮีสตามีนตํ่ากวา่ตวัอยา่งควบคุม ดงันั้นกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก 
สองไอโซเลทน้ีอาจช่วยลดฮีสตามีนในนํ้ าปลาได ้ เม่ือวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมีค่ามากกว่า 
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2.0% และมีปริมาณแอมโนเนียเพียงเลก็นอ้ย ค่าความเขม้ของสีนํ้ าตาลใกลเ้คียงกบัตวัอยา่งควบคุม การ
เติมแบคทีเรีย T. halophilus MCD10-5-10 มีแนวโนม้ช่วยลดปริมาณสาร Dimethyl disulfide ซ่ึงใหก้ล่ินท่ี
ไม่ดีในนํ้ าปลา เม่ือทดสอบการยอมรับโดยรวมของนํ้ าปลาท่ีเติมกลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลก็ติก พบว่าไม่
ต่างจากตวัอยา่งทางการคา้ท่ีหมกัเป็นเวลา 12 เดือน  
                  จากการทดลองหมกัปลากะตกัร่วมกบัการใชแ้บคทีเรีย T. halophilus MCD10-5-10 และ T.   
halophilus MS33 เป็นระยะเวลา 7 เดือน โดยผา่นกระบวนการบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เติมเกลือ
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ก่อนกระบวนการหมกันํ้าปลา พบวา่การเติมกลา้เช้ือทั้ง 2  
ไอโซเลทในตวัอยา่งปลาท่ีผา่นการบ่มสามารถเร่งการยอ่ยสลายในช่วง 3 เดือนแรกของการหมกั และเม่ือ
ช่วงเวลาหมกัผ่านไปจนครบ 7 เดือน พบว่าการบ่มปลาก่อนการหมกัไม่ไดช่้วยเร่งกระบวนการหมกัใน
ตวัอยา่งท่ีไม่ไดเ้ติมกลา้เช้ือ การเติมกลา้เช้ือแบคทีเรีย T. halophilus MS33 ลงในตวัอยา่งท่ีผ่านการ
เหน่ียวนาํการย่อยสลายตวัเองก่อนการหมกั ส่งผลให้เกิดการย่อยสลายโปรตีนในระหว่างกระบวนการ
หมกัไดสู้งกวา่ T. halophilus MCD10-5-10 ปริมาณฮีสตามีนของทุกชุดการทดลองอยูใ่นช่วง 12.91-16.22 
มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
ควรศึกษาแบคทีเรียทนเคม็หรือชอบเคม็อ่ืนๆ ท่ีคดัแยกไดจ้ากกระบวนการหมกันํ้าปลา และยอ่ย
โปรตีนปลาไดดี้ เพ่ือนาํไปใชเ้ร่งกระบวนการหมกันํ้ าปลาร่วมกบัแบคทีเรียกรดแลก็ติกท่ีไดศึ้กษาแลว้ 
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ภาคผนวก ก 
ก.  สารละลายและสีย้อม 
1. Acetone alcohol 
Alcohol (95%) 700.0 มิลลิลิตร 
Acetone 300.0 มิลลิลิตร 
ผสมสารท่ีเป็นส่วนประกอบใหเ้ขา้กนั   
2. Crystal violet (Gram stain) 
Crystal violet 2.0 กรัม 
Ethanol (95%) 20.0 กรัม 
ละลายใหเ้ขา้กนั แลว้จึงเติม   
Ammonium oxalate (1% Aqueous 
solution) 
80.0 มิลลิลิตร 
3. Hydrogen peroxide (3% solution) 
Hydrogen peroxide 3.0  กรัม 
นํ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
4. Iodine solution (Gram’s iodine) 
Iodine* 1.0  กรัม 
Potassium iodide* 2.0  กรัม 
        *ละลายสารทั้งสองชนิดในนํ้า โดยค่อยๆ เติมนํ้าทีละนอ้ยจนกระทัง่ Iodine ละลายหมด 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 300.0 มิลลิลิตร 
เกบ็ไวใ้นขวดสีชา   
5. Safranin (Gram stain) 
Safranin O (2.5% solution ใน 95% 
Ethanol) 
10.0 มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่ 90.0 มิลลิลิตร 
ถา้มีตะกอนใหก้รองก่อนใชทุ้กคร้ัง   
6. Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) 
Tetramethyl-p-phenylenediamine 
dihydrochloride 
1.0  กรัม 
นํ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
ละลาย Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride ในนํ้ากลัน่ 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
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สุดทา้ยดว้ยนํ้ากลัน่ใหไ้ด ้100 มิลลิลิตรใน Volumetric flask   เกบ็ไวใ้นขวดสีชา 
7. Tris-Borate buffer 
Tris-Base 10.77 กรัม 
EDTA (di-Sodium salt) 0.93 กรัม 
Boric acid 5.54 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
8. SDS (10% w/v) 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 100.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
9. TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) 
Tris-HCl 0.79 กรัม 
EDTA (di-Sodium salt) 0.37 กรัม 
Boric acid  5.54 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
10. Turbidity standard 
1% Barium chloride 
1% Sulfuric acid 
เตรียม McFarland nephelometer scale ดงัน้ี 
McFarland 
tube no. 
Sulfuric acid 
1% aqueous solution 
(มิลลิลิตร) 
Barium chloride 
1% aqueous solution 
(มิลลิลิตร) 
Corresponding density 
of bacteria (106) 
1 9.9 0.1 300 
5 9.5 0.5 1500 
 
ข.  อาหารเลีย้งจุลนิทรีย์ 
1. GYT medium 
Glycerol 10.0  กรัม 
Yeast extract 1.25  กรัม 
Tryptone 2.5 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนประกอบในนํ้ากลัน่โดยใชค้วามร้อนช่วย น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 15 นาที 
2. Luria-Bertani broth (LB broth) 
Tryptone 10.0  กรัม 
Yeast extract 5.0  กรัม 
โซเดียมคลอไรด ์ 5.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
ละลายส่วนประกอบในนํ้ากลัน่โดยใชค้วามร้อนช่วย น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
3. Luria-Bertani agar (LB agar)     
              เตรียมไดจ้าก LB broth ท่ีเติม Agar 15.0 กรัมต่อลิตร   ทาํใหป้ลอดเช้ือโดย การน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
4. JCM 168 broth 
Casamino acids (Peptone 5, GIBCO หรือ 
Acidicase,  BBL หรือ L41, Oxoid) 
5.0 กรัม 
Yeast extract 5.0 กรัม 
Sodium glutamate 1.0 กรัม 
tri-Sodium citrate 3.0 กรัม 
Potassium chloride 2.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 20.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
FeCl2.4H2O 36.0 มิลลิกรัม 
MnCl2.4H2O 0.36 มิลลิกรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
pH 7.0 + 0.2   
   
ละลายส่วนประกอบในนํ้ากลัน่โดยใชค้วามร้อนช่วย น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
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5. JCM 168 Medium 
ส่วนประกอบและวิธีการเตรียมเช่นเดียวกบั JCM 168 broth และเติม Agar 20 กรัมต่อลิตร 
 6. Plate count agar (PCA) 
Tryptone 5.0 กรัม 
Yeast extract 2.5 กรัม 
Dextrose 1.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดเขา้ดว้ยกนัในนํ้ากลัน่ นาํไปใหค้วามร้อนเพื่อให ้Agar หลอมละลาย ปรับ pH 
สุดทา้ยเท่ากบั 7.0+0.2 น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
หรืออาหารสาํเร็จ Himedia (HIMEDIA LABORATORIES. PVT. LTD., India) 
7. MRS broth 
MRS broth เป็นอาหารสาํเร็จ จากบริษทั Merck (Merck KGaA, Germany) มีการดดัแปลงโดย
เติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 5 และ 10% ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
8. MRS agar 
เตรียมไดจ้าก MRS broth ท่ีเติม Agar 15.0 กรัมต่อลิตร และมีการดดัแปลงโดยเติม 5 และ 10% 
NaCl และอาจเติม 1% CaCO3  หลอมให ้Agar ละลายดว้ยความร้อน   ทาํใหป้ลอดเช้ือดว้ยความ
ร้อนช้ืนท่ีอุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
9. Rogosa agarทีเ่ติม 1% Soluble starch หรือ 1% Tween 80 เพื่อทดสอบการสร้างเอนไซม ์
Amylase หรือ Lipase ดดัแปลงจาก Rogosa SL agar (Atlas, 2004) 
Tryptone 5.0 หรือ 10.0 กรัม 
K2HPO4 6.0 กรัม 
Yeast extract 3.0 กรัม 
tri-Ammonium citrate 1.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 0.57 กรัม 
MnSO4.4H2O 0.12 กรัม 
FeSO4.7H2O 0.03 กรัม 
Soluble starch หรือ Tween 80 10.0 กรัม 
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Agar    15.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 pH 7.0 + 0.2 
ละลายส่วนประกอบเขา้ดว้ยกนั ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที                                 
10. Rogosa agarทีเ่ติม 1% Skim milk เพื่อทดสอบการสร้างเอนไซม ์Proteinase ดดัแปลงจาก 
Rogosa SL agar (Atlas, 2004) 
1) Rogosa agar:   
K2HPO4 6.0 กรัม 
Yeast extract 4.0 กรัม 
tri-Ammonium citrate   1.0 กรัม 
MgSO4.7H2O 0.57 กรัม 
MnSO4.4H2O 0.12 กรัม 
FeSO4.7H2O 0.03 กรัม 
Glucose 10.0 กรัม 
Agar    15.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 900.0 มิลลิลิตร 
pH 7.0 + 0.2   
ละลายส่วนประกอบเขา้ดว้ยกนั ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส เป็น   
เวลา 15 นาที 
2) Reconstituted skim milk (10% solids)                             100.0   มิลลิลิตร 
    ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ผสม Reconstituted 
    skim milk (10% solids) กบั Rogasa agar ดวัยเทคนิคปลอดเช้ือ 
11. Skim milk broth (ท่ีเติม 25% NaCl) 
1) Standard methods agar:   
Tryptone 5.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
Yeast extract 2.5 กรัม 
Dextrose หรือ Glucose 1.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 900.0 มิลลิลิตร 
pH 7.0 + 0.2 
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ละลายส่วนประกอบโดยใชค้วามร้อน น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
2) Reconstituted skim milk (10% solids)                             100.0    มิลลิลิตร 
ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ผสม Reconstituted 
     skim milk (10% solids) กบั Standard methods agar ดวัยเทคนิคปลอดเช้ือ 
12. Skim milk agar (ท่ีเติม 25% NaCl) 
ส่วนประกอบและการเตรียมเช่นเดียวกบั Skim milk broth และเติม Agar 20 กรัมต่อลิตร 
13. Skim milk salt agar 
1) Salt solution   
MgSO4.H2O 10.0 กรัม 
KNO3 2.0 กรัม 
Sodium chloride 250.0 กรัม 
Ferric citrate trace  
Neopeptone 5.0 กรัม 
Glycerol 10.0 มิลลิลิตร 
Agar 20.0 กรัม 
เติมนํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 900.0 มิลลิลิตร 
                        pH 7.0 + 0.2 
ละลายส่วนประกอบโดยใชค้วามร้อน น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
2) Reconstituted skim milk (10% solids)                            100.0    มิลลิลิตร 
ทาํใหป้ลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ผสม Reconstituted 
    skim milk (10% solids) กบั Salt solution ดวัยเทคนิคปลอดเช้ือ 
14. Skim milk salt broth 
ส่วนประกอบและวิธีการเตรียมเช่นเดียวกบั Skim milk salt agar ยกเวน้ไม่เติม Agar 
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แบบทดสอบทางประสาทสัมผสันํา้ปลา 
QDA 
ช่ือผู้ทดสอบ…………………………….                  รหัสตวัอย่าง……………… 
วนั ……………………………..        
 กรุณา ประเมินตวัอยา่งตามคุณลกัษณะท่ีกาํหนดโดยการดูสี ดมกล่ิน และชิมตวัอยา่ง แลว้ขีดเส้นใหร้ะดบั
ตามคุณลกัษณะของตวัอยา่งท่ีประเมินได ้
 
ลกัษณะปรากฏ 
 
1. สี 
เหลืองอ่อน     -----------------------------------------------------------------------       นํ้าตาลแดงอมดาํ 
2. ความใส 
 ขุ่น         -----------------------------------------------------------------------       ใส 
 
กลิน่ 
1. กลิน่คาวปลา 
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
2. กลิน่ทะเล 
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
3. กลิน่นํา้ปลา 
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
 
รส 
1. รสเคม็ 
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
2. รสขม 
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
3. รสอร่อย  
นอ้ย         -----------------------------------------------------------------------       มาก 
 
 
ข้อเสนอแนะ _________________________________________________________________________ 
ผุ้ทดสอบ............................... 
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วนัที.่..................................... 
 
กรุณา ดูสีดมกลิน่และชิมตวัอย่างแล้วให้คะแนนความชอบตวัอย่างตามลาํดบั 
 
1. สี ไม่ชอบมากท่ีสุด 1  2. กลิน่ ไม่ชอบมากท่ีสุด 1 
 ไม่ชอบมาก 2   ไม่ชอบมาก 2 
 ไม่ชอบ 3   ไม่ชอบ 3 
 เฉยๆ 4   เฉยๆ 4 
 ชอบเลก็นอ้ย 5   ชอบเลก็นอ้ย 5 
 ชอบมาก 6   ชอบมาก 6 
 ชอบมากท่ีสุด 7   ชอบมากท่ีสุด 7 
       
3. รสชาติ ไม่ชอบมากท่ีสุด 1  4. ความชอบโดยรวม ไม่ชอบมากท่ีสุด 1 
 ไม่ชอบมาก 2    ไม่ชอบมาก 2 
 ไม่ชอบ 3   ไม่ชอบ 3 
 เฉยๆ 4   เฉยๆ 4 
 ชอบเลก็นอ้ย 5   ชอบเลก็นอ้ย 5 
 ชอบมาก 6   ชอบมาก 6 
 ชอบมากท่ีสุด 7   ชอบมากท่ีสุด 7 
 
 
ตวัอย่าง..................... 
1. สี .................................. 
2. กลิน่ .................................. 
3. รสชาติ .................................. 
4. ความชอบโดยรวม .................................. 
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ตารางที่ ค1  ปริมาณโอลิโกเพปไทดใ์นรูปปริมาณกลุ่มแอลฟาอะมิโน (-Amino group content) ใน
ตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 
และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างๆ 
NaCl content 
(%) 
Incubation 
time (h) 
TCA soluble-oligopeptide (mmol/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
0 0 0.64±0.04 0.58±0.03 0.4±0.05 
  2 0.86±0.03 1.65±0.08 2.13±0.10 
  4 0.97±0.04 2.28±0.03 2.89±0.09 
  8 1.63±0.05 - 3.44±0.04 
  12 - - 3.90±0.13 
  24 - - 4.37±0.05 
  36 - - 5.05±0.05 
  48 - - 5.32±0.17 
  72 - - 5.53±0.15 
  96 - - 6.05±0.13 
  120 - - 6.38±0.22 
5 0 0.49±0.01 0.51±0.00 0.27±0.01 
  2 0.61±0.02 1.20±0.08 1.26±0.06 
  4 0.76±0.01 1.83±0.03 1.38±0.04 
  8 0.94±0.01 2.98±0.10 1.83±0.02 
  12 1.82±0.02 3.41±0.07 2.25±0.11 
  24 - 4.23±0.08 2.33±0.15 
  36 - 4.62±0.06 2.63±0.01 
  48 - 5.03±0.02 2.99±0.14 
  72 - 6.45±0.03 3.32±0.01 
  96 - 7.97±0.38 3.78±0.28 
  120 - 9.18±0.44 4.18±0.27 
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ตารางที ่ค1 (ต่อ) 
NaCl content 
(%) 
Incubation 
time (h) 
TCA soluble-oligopeptide (mmol/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
10 0 0.47±0.01 0.38±0.01 0.31±0.01 
  2 0.52±0.00 0.87±0.04 0.90±0.07 
  4 0.64±0.01 1.62±0.06 1.38±0.09 
  8 0.87±0.02 2.33±0.02 1.77±0.11 
  12 1.11±0.03 2.63±0.00 2.05±0.01 
  24 1.90±0.02 3.77±0.12 2.48±0.02 
  36 3.59±0.08 4.02±0.06 2.72±0.17 
  48 4.33±0.05 4.40±0.23 3.19±0.04 
  72 5.23±0.16 4.92±0.18 3.07±0.02 
  96 5.71±0.25 6.02±0.31 3.49±0.20 
  120 6.01±0.04 7.10±0.09 3.44±0.04 
15 0 0.43±0.00 0.34±0.00 0.29±0.01 
  2 0.57±0.02 0.78±0.04 0.81±0.02 
  4 0.60±0.00 1.12±0.02 1.16±0.06 
  8 0.76±0.01 1.79±0.05 1.47±0.03 
  12 1.04±0.01 2.21±0.04 1.48±0.00 
  24 1.66±0.07 2.74±0.04 1.94±0.18 
  36 2.82±0.25 2.95±0.13 1.89±0.01 
  48 3.28±0.01 3.74±0.03 2.10±0.07 
  72 3.56±0.09 4.28±0.00 3.08±0.12 
  96 4.02±0.02 4.66±0.11 3.02±0.01 
  120 3.27±0.02 6.45±0.03 3.82±0.04 
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ตารางที ่ค2    กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Trypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์0, 5, 
10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างๆ 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
0 0 4586.1 7948.5 7573.3 
  2 4814.8 7692.1 5975.3 
  4 4535.0 5654.9 4478.2 
  8 4369.6 - 4298.4 
  12 - - 3728.2 
  24 - - 2268.0 
  36 - - 1356.7 
  48 - - 195.5 
  72 - - 571.2 
  96 - - 0.94 
  120 - - 0.97 
5 0 3330.4 5794.0 7861.7 
  2 3842.2 5026.5 6750.5 
  4 3590.5 5196.8 5990.4 
  8 3851.7 4928.0 4967.0 
  12 3088.0 4384.0 4052.3 
  24 - 4882.0 1449.4 
  36 - 4046.8 627.9 
  48 - 3916.7 198.4 
  72 - 4189.6 346.4 
  96 - 4749.8 4.98 
  120 - 4954.2 3.43 
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ตารางที ่ค2 (ต่อ) 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
10 0 3930.8 7011.7 7376.1 
  2 4323.5 8045.2 8099.1 
  4 3958.1 6563.9 7097.9 
  8 4568.2 7163.6 4972.2 
  12 4556.5 5770.6 3003.7 
  24 4180.7 6367.8 0.37 
  36 3830.4 5612.3 14.37 
  48 3463.9 5613.1 3.73 
  72 3402.3 5135.7 2.53 
  96 3325.0 4317.2 1.88 
  120 3751.2 4507.2 1.37 
15 0 4925.2 7699.0 9021.2 
  2 4476.5 8494.7 8884.5 
  4 4967.5 8090.0 8367.7 
  8 4490.8 6944.9 2569.0 
  12 5175.1 6876.3 736.8 
  24 3500.3 5729.4 19.03 
  36 3792.9 5580.5 7.98 
  48 4025.1 5568.9 3.43 
  72 3298.0 3665.7 2.73 
  96 4362.8 2106.1 1.61 
  120 3815.0 1626.9 1.24 
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ตารางที่ ค3   กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Chymotrypsin-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอ-
ไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างๆ 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
0 0 29.7 43.8 54.82 
  2 35.2 41.4 0.53 
  4 33.4 26.7 0.20 
  8 30.5 - 0.12 
  12 - - 0.09 
  24 - - 0.04 
  36 - - 0.04 
  48 - - - 
  72 - - - 
  96 - - - 
  120 - - - 
5 0 22.7 44.8 44.33 
  2 35.5 48.2 1.89 
  4 29.6 39.0 0.51 
  8 32.8 24.5 0.28 
  12 25.3 18.0 0.24 
  24 - 10.9 0.10 
  36 - 5.1 0.11 
  48 - 4.3 0.06 
  72 - 3.1 0.04 
  96 - 1.3 0.02 
  120 - 1.7 - 
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ตารางท่ี ค3 (ต่อ) 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
10 0 37.7 68.2 52.26 
  2 45.3 62.0 14.67 
  4 40.8 53.6 3.49 
  8 41.6 35.4 7.39 
  12 43.4 29.9 0.36 
  24 35.2 23.0 0.19 
  36 24.6 11.2 0.11 
  48 26.0 8.3 0.08 
  72 19.2 3.9 0.03 
  96 21.0 1.0 0.03 
  120 18.1 0.8 0.00 
15 0 41.8 75.8 69.28 
  2 46.9 74.2 18.88 
  4 44.8 65.5 6.96 
  8 43.8 46.5 1.06 
  12 44.8 49.4 1.01 
  24 41.8 28.1 0.14 
  36 29.7 14.5 0.09 
  48 34.3 9.5 0.06 
  72 22.0 3.1 0.06 
  96 25.5 1.3 0.03 
  120 31.9 1.0 0.03 
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ตารางที ่ค4   กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Cathepsin L-like ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด ์
0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างๆ 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C)  65 (°C) 
0 0 18.8 20.1 20.74 
  2 16.3 13.0 5.72 
  4 16.8 12.0 4.55 
  8 14.7 - 3.21 
  12 - - 2.33 
  24 - - 0.45 
  36 - - 0.31 
  48 - - 0.22 
  72 - - 0.21 
  96 - - 0.09 
  120 - - 0.13 
5 0 13.2 19.3 17.10 
  2 14.0 15.2 1.14 
  4 12.7 13.0 0.94 
  8 12.9 10.1 0.86 
  12 11.5 9.0 0.74 
  24 - 9.1 0.27 
  36 - 8.5 0.21 
  48 - 8.8 0.16 
  72 - 8.0 0.11 
  96 - 8.5 0.12 
  120 - 9.0 0.08 
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ตารางที ่ค4 (ต่อ) 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
10 0 14.6 24.5 16.31 
  2 16.7 22.8 1.32 
  4 16.0 13.1 0.99 
  8 15.1 10.5 0.79 
  12 16.4 11.9 0.68 
  24 14.4 10.2 0.25 
  36 12.4 11.0 0.16 
  48 12.9 10.0 0.10 
  72 11.7 7.7 0.06 
  96 12.6 6.5 0.04 
  120 11.9 6.6 0.04 
15 0 17.4 31.5 16.63 
  2 16.4 17.6 4.68 
  4 15.3 15.7 1.11 
  8 14.9 12.3 0.75 
  12 15.7 12.3 0.57 
  24 14.6 11.8 0.23 
  36 13.8 7.5 0.18 
  48 12.1 8.3 0.12 
  72 10.5 5.4 0.09 
  96 12.9 4.1 0.04 
  120 11.5 5.4 0.06 
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ตารางที่ ค5  กิจกรรมโปรติเนสกลุ่ม Luecine aminopeptidase ในตวัอยา่งปลากะตกัท่ีเติมเกลือโซเดียม-
คลอไรด ์0, 5, 10 และ 15% เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 35, 50 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา
ต่างๆ 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
0 0 0.186 0.1612 0.182 
  2 0.159 0.1487 0.056 
  4 0.160 0.1626 0.013 
  8 0.150 - 0.007 
  12 - - 0.007 
  24 - - 0.005 
  36 - - 0.005 
  48 - - 0.006 
  72 - - 0.006 
  96 - - 0.005 
  120 - - 0.005 
5 0 0.110 0.1304 0.135 
  2 0.140 0.1504 0.022 
  4 0.115 0.1630 0.009 
  8 0.149 0.1585 0.009 
  12 0.128 0.1487 0.010 
  24 - 0.1050 0.007 
  36 - 0.0551 0.008 
  48 - 0.0436 0.007 
  72 - 0.0298 0.005 
  96 - 0.0313 0.005 
  120 - 0.0225 0.005 
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ตารางที ่ค5 (ต่อ) 
NaCl content 
(%) 
Incubation time 
(h) 
Specific activity (Unit/g.sample) 
35 (°C) 50 (°C) 65 (°C) 
10 0 0.129 0.1356 0.129 
  2 0.156 0.1645 0.011 
  4 0.156 0.1800 0.009 
  8 0.167 0.1656 0.006 
  12 0.182 0.1476 0.007 
  24 0.170 0.0741 0.007 
  36 0.186 0.0416 0.005 
  48 0.184 0.0306 0.006 
  72 0.176 0.0220 0.006 
  96 0.177 0.0268 0.005 
  120 0.126 0.0212 0.004 
15 0 0.159 0.1378 0.157 
  2 0.148 0.1721 0.010 
  4 0.160 0.1777 0.010 
  8 0.149 0.1421 0.007 
  12 0.170 0.1087 0.008 
  24 0.166 0.0514 0.006 
  36 0.175 0.0259 0.006 
  48 0.190 0.0272 0.005 
  72 0.182 0.0192 0.005 
  96 0.132 0.0151 0.004 
  120 0.133 0.0187 0.003 
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6. สาขาวิชาการท่ีมีความชาํนาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
   -Food proteins, Food enzymes 
7. ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิจยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุสถานภาพใน
การทาํการวิจยัว่าเป็นผูอ้าํนวยการแผนงานวิจยั  หวัหนา้โครงการวิจยั หรือผูร่้วมวิจยัในแต่ละ
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1. Factors affecting histamine in fish sauce fermentation 
  
 
 
 
 
 
 
108 
 
2. Proteinases and transglutaminase activity in freshwater fish species 
3. Reduction of biogenic amines content during fish sauce fermentation 
4. Influence of freshness quality and actomyosin denaturation on gel-forming ability of threadfin 
bream (Nemipterus spp.) muscle proteins 
5. Purification and characterization of transglutaminase from Tilapia (Oreochromis niloticus) 
6. Covalent cross-linking of threadfin bream muscle proteins by transglutaminase(s) 
7. Inhibition of proteolysis and application of microbial transglutaminase in lizardfish surimi 
8. Process development of fish ball and fish sausage from freshwater fish species 
9. Biogenic amine formation in anchovies and fermented fish products 
10.  Acceleration of fish sauce production using starter cultures and proteinases 
11. Study in catalytic reaction of transglutaminase in threadfin bream surimi using  MALDI-TOF 
12. Conformation changes of muscle proteins from tropical fish species. 
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